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RESUMO

A ocorréncia de contaminantes organicos no andiéamn se tornado um
assunto de interesse nos ultimos anos. Dentrevessds grupos que compdem essa
classe de contaminantes, hd uma preocupacao eciadsymen a classe dos farmacos.
Deste modo, o objetivo deste trabalho € identifieamonitorar os subprodutos
recalcitrantes da degradacao de farmacos de diésretasses terapéuticas (ibuprofeno,
bezafibrato, diclofenaco, sulfametoxazole, etimibatiol), incluindo o disruptor
enddcrino bisfenol A, em meio aquoso, utilizandas dnétodos distintos: fotdlise direta
(empregando a radiacdo UV-C e UV-A) e fotocatalisilizando os sistemas UV-
CITiO; e UV-A/TIO,). A primeira etapa do trabalho consistiu em avadiaficiéncia
destes procedimentos na degradacao destes farmasis., aliquotas foram coletadas
entre 0 e 120 minutos e analisadas por cromatagigfiida acoplada a espectrometria
de massas de alta resolucdo (LC-HRMS) para avaliaficiéncia de remocao. A
avaliacdo da eficiéncia de degradacao foi realizamtaanalises de carbono organico
total (COT). Em uma segunda etapa do trabalho,emsnas aliquotas foram analisadas
por insercdo direta no espectrometro de massas iganéificacdo dos subprodutos
resultantes. As analises foram realizadas nos mpdsisivo e negativo de ionizagcéo
por electrospray. Na terceira etapa do trabalhanforealizados testes de ecotoxicidade
utilizandoArtemia SalinaOs ensaios com cada aliquota foram realizados iphcdta
para estimar a toxicidade dos subprodutos de fgtadacdo. Com relagdo aos
resultados, observou-se que os sistemas UV-C, UWX-e UV-A-TIO, foram
eficientes na remocédo dos compostos, com excegawmindnio etinilestradiol que se
mostrou mais recalcitrante. Apesar das altas tdgagmocéo, as taxas de degradacgéo
foram menores, demonstrando a formagéo e persistdns subprodutos gerados nos
sistemas de degradacd@om tais resultados foi possivel gerar um perfil de
comportamento destes subprodutos em funcdo do tedmmxposicdo aos sistemas de
degradacédo Os testes de ecotoxicidade demonstraram que algubprodutos
persistentes apresentaram um maior grau de togeidsan relacdo aos compostos

originais.

Palavras-Chave Farmacos, fotdlise, fotocatalise, espectromeaigamassas de alta
resolucao, caracterizacao de subprodutos, testesotiexicidade.



ABSTRACT

The occurrence of organic contaminants in the enmrent has become a subject of
interest in recent years. Among the many classesmipounds that comprise this large
group, drugs have received particular concern. dljective of the present study is
therefore to identify and monitor recalcitrant bnpgucts resulting from the degradation
of several drugs from different therapeutic clagsiesprofen, bezafibrate, diclofenac,
sulfamethoxazole, ethinylestradiol, and the endaecdisruptor bisphenol A) in agueous
medium. Two distinct processes, direct photolyssloying UV-A and UV-C
radiations) and photocatalysis (using the JW¥-A and TiO,/UV-C systems), were
investigated herein. The first step of the presemrk consisted of the evaluation of the
effectiveness of these procedures in the degradaifothe selected drugs. Hence,
aliquots were collected directly from the reacti@ssel after assorted exposure times
(from O to 120 minutes) and analyzed by liquid chatography coupled to high
resolution mass spectrometry (LC-HRMS) to evaludte removal efficiency. To
evaluate the degradation efficiency, total orgaracbon (TOC) measurements were
also performed. In a second stage, the same aliquete analyzed by direct infusion
mass spectrometry aiming at identifying resultingpboducts. The analyses were
conducted by electrospray ionization in the positand negative modes. Ecotoxicity
tests using brine shrimpAftemia Salingd were also conducted with each aliquot
collected. These assays were carried out in taf@ico estimate the toxicity of the by-
products. The experimental results showed thatitteC, UV/C-TiO, and UV/A-TIO,
systems were efficient in removing all compoundsepting ethinylestradiol, the most
recalcitrant of them. Despite the high removal satgegradation rates were lower,
indicating the formation and persistence of degiadgroducts generated under these
conditions. The behavior of each by-product as raction of exposure time to the
degradation systems was also appraised. Finally,téists againsArtemia Salina
demonstrated that some recalcitrant by-productssgsss higher toxicity than the

primary precursor.

Keywords: Drugs, photolysis, photocatalysis, high-resolutionass spectrometry,
characterization of by-products, ecotoxicity tests.
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Capitulo 1 JustHivas e Objetivos

Nas ultimas décadas, o foco principal das anatisepoluentes ambientais era
apenas nos chamados poluentes prioritarios. Sulistamcaracterizadas por serem
persistentes, bioacumulativas e toxicas. Recentiemes “micropoluentes”, compostos
organicos presentes em concentracdes da ordemcdegnaimas por litro, tém ganhado
a atencao da comunidade cientifica.

Dentre as diversas classes de substancias qujrhigasma preocupacdo em
especial com a classe dos farmacos. Uma grandetidpdm destes compostos €
consumida anualmente e, depois do uso, sdo paerisdghmetabolizados e excretados
atraveés da urina e fezes. Subsequentemente estasnamantes juntamente com outros
constituintes organicos e inorganicos, entram rsigcées de tratamento de esgoto
(ETE) através dos efluentes. Entretanto, tem sielmahstrado, que os tratamentos
convencionais a que esses efluentes sdo submetidossdo tdo eficientes para a
completa remocéo desta classe de contaminantesejesi vém sendo constantemente
reportados em matrizes ambientais, como por exeraglas de rio.

Com isso, nos ultimos anos, novas tecnologias cosnBrocessos Oxidativos
Avancados (POASs) surgiram como técnicas promissoeaa tratamentos alternativos
na degradacdo de contaminantes organicos em agtereriles POAs tém sido
aplicados com sucesso na remocéao de contaminag@sas em geral, inclusive para
diferentes classes terapéuticas de farmacos, apaade otimos resultados, apesar das
elevadas complexidades estruturais das moléculas-@ldas baixas concentracdes
destas substancias no ambiente.

No entanto, apesar dos 6timos resultados obtidoemacéo destas classes de
contaminantes, muitas vezes nota-se que as taxaegtadacdo sdo relativamente
baixas, ou seja, as moléculas alvo apresentam speéma mineralizacado parcial,
gerando produtos de degradacdo que persistam maenfmal dos processos de
degradacdo. Dessa forma, existe hoje um grandessteem estudos que possam, além
de avaliar os processos de remocao, caracterizpossveis produtos de degradacao
gue venham a ser gerados e avaliar o seu potelecialxicidade. Essas avaliacbes sao
de suma importancia para garantir a efetividadeegureinca da aplicacdo de tais
processos no tratamento de efluentes.

Levando em consideragcao os aspectos abordadbgtivo geral desse trabalho
€ avaliar e monitorar os subprodutos de degraddedarmacos de diferentes classes
terapéuticas, incluindo o disruptor enddcrino lisfeA, em meio aquoso, utilizando

dois sistemas de degradacao: a fotdlise diretdoedtalise heterogénea aplicando um
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Capitulo 1 JustHivas e Objetivos

fotocatalisador a base de Li(Para ambos 0s processos serdo avaliadas as f@ientes
radiagdo UV-A e UV-C. A caracterizagdo e o monitoeato dos subprodutos de
degradacédo serdo avaliados por espectrometria desamade alta resolugcédo e
cromatografia liquida de alta eficiéncia. Por fisera avaliado também o grau de
toxicidade das aliquotas degradadas frente asoédisjdos compostos alvos.

Desse modo, este trabalho é composto de cincotulepi Na Revisao
Bibliografica sdo apresentadas discussdes em ceklgdmonitoramento, sistemas de
degradacédo e a aplicacdo da espectrometria de snassdeterminacdo de farmacos e
seus produtos de degradacdo no ambiente. No aapitatedimentos de Degradacéo e
Métodos Analiticos se faz uma descricdo dos métagitisados na degradacdo dos
compostos em estudo e as técnicas analiticas gqam deiporte a investigacdo desses
sistemas de degradacdo. Nos demais capitulos s#&atidos aspectos especificos
observados para cada sistema avaliado, tais corgradi#gdo dos contaminantes
organicos, avaliacdo dos intermediarios geradoanteios processos de degradacao e a
toxicidade dessas solugcbes de degradagdo. E pordfimiltimo capitulo traz as

conclusdes e consideracdes finais.
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Capitulo 2 Aspectos Gerais

2.1 Fontes de Contaminacao de Farmacos e suas HetBgposicdo para o Ambiente

Os primeiros relatos da presenca de farmacos feata foram por volta da
década 70 nos Estados Unidos (EUA) [1,2]. No eatastimente em meados dos anos
90, com o0 avanco das técnicas analiticas, é quamfquossiveis as andlises de
contaminantes a niveis traco de concentracdo, danu) assim, O interesse e 0
reconhecimento da importancia de uma avaliacdo roaisriosa com relacdo a
contaminagao dessa classe de substancias no am3ent

Os farmacos sao considerados compostos quimicdsraadamente sollveis em
agua e biologicamente ativos. As suas principaimds de administragcdo sao por
inalacdo, administracao oral ou injecoes.

A principal fonte de contaminacdo de residuosadmdcos no meio ambiente é
através do lancamento dos efluentes apds os pmoeettis realizados nas Estacfes de
Tratamento de Esgoto (ETE). A maior parte dos vesidle farmacos que chegam as
ETE é proveniente da excrecdo dos principios atieoforma intacta através de fezes e
urinas [3].

Deve-se levar, ainda, em consideragéo outrass@mtopogénicas, destacando-
se dentre elas os efluentes de industrias farmeaéug a disposicdo inadequada de
farmacos apos a data de validade. As principas déaexposicdo ao ambiente para 0s

diferentes tipos de farmacos podem ser mostradagoea 2.1.
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Figura 2.1- Rotas de exposicéo de farmacos no ambi@adi@ptado [4])
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2.2 Ocorréncia de Farmacos no Ambiente e Seusosfémxicologicos.

Nos ultimos anos, a preocupacdo em relacdo aéva;, destino, e os efeitos
adversos que residuos de farmacos possam causambiente vém aumentando.
Mesmo assim, ainda ndo existe uma legislacdo dmpecjue exija estudos mais
minuciosos para avaliar os efeitos da exposicassasedrogas, como por exemplo,
testes em doses baixas com exposicdo prolongadaesmo testes de toxicidade da
mistura desses compostos [5]. Desta forma, asnapdes sobre as consequéncias que
a presenca desses compostos no ambiente possa @asisseres humanos ainda séo
desconhecidas.

Os farmacos tém sido detectados em uma grandedede de amostras
ambientais, como esgotos, aguas superficiais eségulaterraneas, em concentracdes
que atingem até niveis de parte por bilhdo (pplEsrivb sendo um tema relativamente
novo, diversos trabalhos ja foram publicados rexdttra sobre o estudo de residuos
farmacéuticos no ambiente. A Figura 2.2 mostra meaio dos estudos sobre a

ocorréncia de farmacos em diferentes matrizes de dgsde a Ultima década.

5000 -
4500 - Surface Water
4000 -
3500 -
3000 - m Groundwater
2500 -
2000 -
1500 -
1000 -
500 -
0 _

m \Wastewater

N° de Publicacbes

Figura 2.2- PublicacBes sobre contaminacdo de farmacos néeataldesde a ultima
década (fonte: Advanced Research in Science Diata; 31-01-2014, palavras-chave

usadas: occurrence/pharmaceuticals/wastewatefacswater — groundwater)

Santoset. al. [3] fizeram um levantamento entre os anos de IH2D09 das
diferentes classes terapéuticas de farmacos dadscteo meio ambiente. De acordo

com a Figura 2.3, pode-se notar que as classehatasdnios sexuais, reguladores
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lipidicos, antibidticos e antiinflamatérios ndoersidais correspondem a mais de 50%

das ocorréncias.

® Produtos Veterinario
m Agentes Simpaticomiméticos

1%3% 3% 3% 39, 2 m Contrastes (raio-X)
0

16% 4% m Antiacidos

4%
4%

m Antineoplasicos

® Anti hipertensivos
\ m Antidepressivos

15% 4% m Ansioliticos

8% Beta-bloqueadores

m Antiepiléticos

® Hormonios Sexuais

9%

Agentes Bloqueadores de Lipideos
Antibiéticos

Antiinflamatorios ndo-esteroidais
Antipscicoticos

Antidiabéticos orais

Figura 2.3- Classes terapéuticas de farmacos detectadas herden expressas em
porcentagem (adaptado [3]).

Como observado (Figura 2.3), a classe dos amtim#Etorios ndo-esteroidais é
um dos grupos mais comumente encontrados em efkiernbientais. Dentre os
farmacos desta classe destacam-se o diclofenacabepmfeno. Em um estudo de
toxicidade aguda, o diclofenaco foi o farmaco dekiase que apresentou o0 maior grau
de toxicidade em concentracdes abaixo de 100 ™). Em ensaios de toxicidade
cronica realizados em trutas também foram eviddasiaalteracdes citoldégicas no
figado, rins e nas branquias apos 28 dias de egmwsio farmaco numa concentracao
de 1 pg [*. Ja para concentracdes de 5 |gftram evidenciadas lesdes no figado, e
bioacumulacéo no figado, nos rins, nas guelrasseuhds [7,8]. Estudos relacionados a
exposicdo de peixes a diferentes concentracdedramco ibuprofeno ao longo de seis
semanas evidenciaram toxicidade crbnica, obserpatto aumento de peso no figado
[9].

Da classe dos reguladores lipidicos, o grupo dbgatbs sdo os mais
frequentemente encontrados no ambiente (Aifdi Santoset. al.[3]). Em um estudo

de toxicidade envolvendo dois farmacos dessa cl@asanet. al.[11] constataram que
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o farmaco genfibrozil pode ser classificado comact (EGy entre 1 e 10 mgt) e o
farmaco bezafibrato como prejudicial para organsmao-alvo (Eg entre 10 e 100
mg L).

Com relacdo a toxicidade da classe dos antibgticmna das classes mais
reportadas na literatura segundo Jaateal.[12], s&o classificados como extremamente
toxicos para microorganismos (EGbaixo de 0,1 mgt) e muito téxicos para algas
(ECso entre 0,1 e 1 mg1). Alguns testes de toxicidade cronica em algagamdm
maior sensibilidade aos agentes antibacterianosacimibicéo do crescimento [13]. Em
testes com vertebrados (como peixes), estes faxpostos diretamente a baixos niveis
de concentracdo de antibidticos e aparentementefaidobservado nenhum efeito
adverso [14,15].

Os hormoénios sexuais sdo compostos biologicos emgimente ativos,
produzindo intensos efeitos terapéuticos mesmo esesd muito baixas. Eles s&o
comumente prescritos como contraceptivos oraistriboimdo indiretamente para o
aumento das concentragfes encontradas no ambikdfe s hormonios sexuais
estrogénicos sdo os mais encontrados no ambientengo existir tanto na forma
natural como na forma sintética e séo classificaswso disruptores enddcrinos [17].
Um exemplo dessa classe terapéutica € o etinidésitraum estrogénio sintético
encontrado em pilulas anticoncepcionais. Estudasdam que a exposi¢do de peixes a
concentracdes inferiores a 1 ng tle etinilestradiol causa uma reducéo significatiaa
fertilizacdo e a diminuicéo de caracteristicas aexmasculinas [18].

Apesar das informag0des citadas acima, estudasaeéalos aos efeitos causados
nos seres humanos pela exposicdo cronica a estasras classes terapéuticas de

farmacos ainda séo escassos.
2.3 Remocéao de Farmacos nas Estacdes de Tratamertisgoto (ETE)

As estacOes de tratamento de esgoto (ETE), geam&matilizam processos
convencionais. Estes tratamentos constam, primogae, de dois processos
importantes: remocao fisica através da adsorcasolidos suspensos (lodo de esgoto)
e biodegradacdo. O processo de adsor¢cdo vai depdesiearacteristicas do farmaco,
como por exemplo, hidrofobicidade e interacesadéticas. Dessa forma, o farmaco
pode se agregar com particulas ou microorganisimassen, ser removido na forma de
lodos. Geralmente, os farmacos de carater acidopt&ma tendéncia de adsorcédo no

lodo, ocorrendo, principalmente, na fase dissolvidaefluente. Portanto, conforme
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reportado em alguns estudos, as concentracdessdé&sseacos no lodo e nos
sedimentos sao relativamente baixas [19,20]. Jdaomacos de carater basico e
anfotéricos podem adsorver no lodo de forma masifgiativa, como é o caso do
etinilestradiol [21].

Quando um composto farmacéutico encontra-se gegsprincipalmente, na
fase dissolvida do efluente, geralmente, o processoeliminacdo é baseado na
degradacdo biolégica. Essa biodegradacdo podeeocder dois modos: aerébio ou
anaerobio. A ineficiéncia para a completa remogé@® fdrmacos residuais pelas ETE,
geralmente, esta ligada ao fato da maioria dessapastos possuirem acdes biocidas e
estruturas quimicas muitas vezes ndo passiveigdediadacdo, atingindo assim o0s
cursos de aguas naturais.

Em um estudo reportado por Deblatdal.[21] fez-se um levantamento sobre a
taxa de remocado de algumas classes terapéuticakTiasonde foi considerada a
concentracdo na entrada (afluente) e na saidaeff¢dlu das ETE. A Figura 2.4,
apresenta alguns resultados adaptados desse leeamba onde estd apresentada a
porcentagem meédia de remocdo nas ETE para difereritsses de compostos
terapéuticos.

Pode-se notar que os farmacos pertencentes asesldsrapéuticas dos
antibioticos, dos betabloqueadores, dos reguladdipgicos e dos diuréticos,
apresentam taxas de remocéo entre 50 e 60%. Jnoacbs pertencentes as classes
terapéuticas dos antiinflamatérios e dos contragfgssentam taxas ainda menores
(entre 30 e 40%). Para o bisfenol A, e para osdéo® da classe dos psico-estimulantes
e dos antidepressivos, as porcentagens de remégamas altas (71%, 97% e 98%,
respectivamente). Levando em consideracéo o leventi@ realizado por Santes al.

[3] (Figura 2.3), pode-se notar que reguladorddilips, antibiéticos e antiinflamatorios
nao-esteroidais sdo uma das classes que mais bcamri para a contaminacao
ambiental, condizentes com as menores taxas de@@meportadas por Debloed al.
[21] (Figura 2.4).

10
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Figura 2.4- Taxa de remocao média para diferentes classssigicas (adaptado [21])

2.4 Processos Oxidativos Avancados (POAS)

Dentre as diversas técnicas estudadas para aagfmicna remocdo de
contaminantes organicos, 0s processos oxidativaecados ganharam destaque nos
altimos anos. Os POAs sao caracterizados por rea@®xidacdo quimica induzidas
por radicais hidroxila*©QH) [22], espécies extremamente reativas e pouetivaes. O
potencial redox do radical hidroxila (Tabela 2.fjuito superior ao dos oxidantes
convencionais, faz com que atuem de maneira ma&gemke na oxidacdo de uma
grande variedade de substéancias.

Esses radicais hidroxila sdo gerados através at®es envolvendo oxidantes
fortes, como oz6nio (§) e perdxido de hidrogénio ¢B,), semicondutores como
didxido de titanio (TiQ) e oxido de zinco (ZnO) e radiacdo ultraviolet&/{U23]. Os
processos que contam com a presenca de catalisaddlidos s&o heterogéneos
enquanto que os demais sdao homogéneos. Os preicgsiemas POAs sao
apresentados na Tabela 2.2.
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Tabela 2.t Potencial redox de alguns oxidantes.

Espécie Potencial redox (V)
Fluor 3,03
Radical hidroxila 2,80
Oxigénio atdbmico 2,42
Ozo6nio 2,07
Perdxido de hidrogénio 1,78
Permanganato 1,68
Dioxido de cloro 1,57
Cloro 1,36
lodo 0,54

Tabela 2.2 Sistemas tipicos de Processos Oxidativos Avarszado

Sistemas

Homogéneos

Com Radiacao
Os/UV
H.O./UV
Feixe de elétrons
us
H.0./US
UV/US

Sem Radiacéo
O3/H20,
O4/OH
H,O,/Fe”

Sistemas
Heterogéneos

Com Radiacao
TiO /O, /UV
TiO2/H,0/UV

Sem Radiacéo

Eletro-Fenton

Fonte: Huanggt. al[23]
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2.4.1 Sistemas Heterogéneos

Nos sistemas heterogéneos ha presenca de semm@sdgue atuam como
fotocatalisadores e possuem duas regifes enegjédaegido de energia mais baixa
gue corresponde a banda de valéncia (BV), onddét®ms ndo possuem movimento
livre, e a regido de energia mais alta € a bandaodéucao (BC), onde os elétrons séao
livres para se moverem através do cristal prodazowhdutividade elétrica similar aos
metais [24]. Entre essas duas regides, existead®iband-gap. A energia de band-
gap’ é a energia minima necessaria para excitar ooelé& promové-lo de uma banda
de menor para outra de maior energia.

Nos catalisadores semicondutores, existe uma discmlade de energia entre
as bandas BV e BC, porém os elétrons, em algummaigé®s, podem supera-la, sendo
promovidos da BV para a BC, gerando um par eldaomia (¢h*) e, com isso,
apresentar condutividade elétrica. A representasgmematica de um semicondutor

esta apresentada na Figura 2.5.

FOTOATIVACAD DO CATALISADOR
a;
Particula da
catalisador _‘lr w
BC
i recombinacas
interma 0;, HO,
Energia
-|—|
balﬂlld::ﬂip excilagse Solugho
i—l'
OH, R*
" v Reagho de
oxidacha
iy H.0 [ OH, R

Figura 2.5 Mecanismo simplificado para a fotoativacdo de semicondutor, Fonte:
Suriet.al. [25].

2.4.2 Fotoativagao com TiO

O TiO, é um semicondutor, isto €, em seu estado normalrgeeis de energia
nao sao continuos e, com isso, ndo conduz eletdeidEntretanto, quando irradiado
com fétons (k) de energia igual ou superior a energia loi@nt-gap (3,2 eV) ocorre

uma excitacdo eletrénica e o elétron € promovidbatala de valéncia para a banda de
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conducao, gerando um par elétron/lacuna. Esseqube gofrer recombinacédo interna.
Na superficie, ele pode sofrer recombinacdo extemwnaparticipar de reacbes de
oxirreducdo, com absorcéo de espécies copy BH, O, e compostos organicos.

As reacdes de oxidacdo podem ocorrer entre adagdarbanda de valéncia e a
agua ou com os ions hidroxila, produzindo o radmdtoxila. As reacdes de reducao
podem ocorrer entre o elétron da banda de condeigimxigénio, produzindo o ion
radical superéxido (£), o qual pode produzir perdxido de hidrogénio; epte, sua
vez, produz radicais hidroxila [25]. Os mecanismessas reacfes estdo apresentados a
seqguir.

A fotoativacdo da particula do semicondutor seqdando esta particula é
irradiada com fétons de energia maior do que agiéde ‘band-gap; o elétron é entédo
transferido da BV para a BC, gerando um par el@ama (gc/hsy’), como pode ser
visto na equacéao (1).

uv

TiO,— hey' + &c 1)
Reacéo entre a lacuna da banda de valéncia e adgoivida:

H2Otads)+ hev'— OH + H' (2)
Reacéo entre a lacuna da banda de valéncia e pssg@H na superficie da particula
de TiGy:

OH (sup) + hey"—*OH (3)
Formagéao do ion radical superéxido:

O+ &c— O° (4)
Formacdo de peroxido de hidrogénio:

0,* + H'—-HO," (5)

*HO,+°*HO, — H,0+ O, (6)

0, +°*HO,— H,O + O, (7)

H,O + H'— H,O, (8)
Geracao de radicais hidroxila pela quebra de peodaté hidrogénio:

H,0z.65c — *OH + OH 9

H,02+ O;*— *OH +°*OH+ O, (10)

14
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2.5 Processos de Fotolise e Fotocatélise Hetercg@aeRemocao de Contaminantes.

A radiacdo UV do espectro eletromagnético est@ad#una faixa de 40 a 400 nm
de comprimento de onda, entre os raios-X e a kizel, que pode ser dividida em [26]:
e UV vacuo -40a 200 nm
* UV-C-200a280nm
e UV-B-280a315nm
e UV-A-315a400 nm

Os processos de fotdlise baseiam-se na decomposigadissociacdo de
compostos quimicos causados pela absor¢éo dedtirghou artificial). Normalmente,
dois processos sao aplicados, a fotdlise diretéodhse indireta. No primeiro caso, 0s
compostos organicos absorvem a energia, normalnaergdiacdo UV, podendo reagir
com outros constituintes na matriz ou sofrerem daetomposicao [28,29]. A fotolise
indireta envolve a fotodegradacdo por fotosengdmlores, produzindo os radicais
hidroxila ou peroxil [30]. Estes oxidantes podem m®duzidos através da fotolise de
substancias constituintes da matriz aquosa, comdosachumicos e substancias
inorganicas ou mesmo pela adicdo externa de algkidarde, como peréxido de
hidrogénio. Embora os processos por fotdlise diretandireta possam ocorrer
simultaneamente, a fotdlise direta é consideradeia importante na degradacdo dos
contaminantes [30].

A eficiéncia dos processos fotoliticos dependpe@ficamente, do espectro de
absorcédo dos compostos alvo, da intensidade eéineguda radiacdo, bem como do
tipo de matriz [31]. As diferentes matrizes aguaga®sentam substancias que podem
inibir ou aumentar o processo de degradacdo (reatéganica) ou a geracao de
espécies oxidantes (substancias humicas e inoeganas como metais dissolvidos). A
fotélise com radiacdo solar tem sido considerada das formas mais importantes na
degradacédo de antibioticos no ambiente aquatiaoaigdB82].

Os processos de fotocatélise heterogénea conlizagfio de dioxido de titanio
(TiO,) como método de remocao de contaminantes em agugdnhado destaque nos
altimos anos [33].

Em uma pesquisa realizada no banco de dadmsce Direcpode-se observar
0 numero crescente de trabalhos reportados natliter utilizando a fotodegradacgéo

como método para remocéao de residuos farmacéuticambiente. A figura 2.6 mostra
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0 crescente aumento desses estudos aplicados dedoddacdo de farmacos em

diferentes matrizes de agua desde a ultima década.
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Figura 2.6- Publicacdes referentes a fotodegradacdo de fasnam agua desde a
ultima década (fonte: Advanced Research in SciBmeet, data: 31-01-2014, palavras-

chave usadas: pharmaceuticals/ photodegradatidar)wa

As aplicacdes tanto de métodos oxidativos avarsgcadmo de outros meétodos
para remocado de poluentes recalcitrantes tém sandikfp nos ultimos anos,
estimulando estudos cinéticos visando aperfeicgaparametros operacionais para
obtencao de melhores eficiéncias de remocéao [3pitanto, a remocédo de farmacos e
outros poluentes organicos s6 fornecem uma indicpgécial da eficiéncia dos varios
métodos de tratamento, pois, como ja comentadoiamente, ainda sS40 escassas as
informacBes sobre a possivel formagdo de produtosledradacédo, que podem até
mesmo virem a ser até mais toxicos e mais reséstentdegradacdo que os proprios

compostos alvos [35].
2.6 Monitoramento de farmacos e seus subprodutaegeadacao.

O monitoramento e a identificacdo de farmacos es sawbprodutos de
degradacdo requerem a aplicacdo de ferramenta#tiGsalmais sofisticadas. As
técnicas de espectrometria de massas, acopladadooas técnicas de cromatografia

(liquida e gasosa), vem ganhando destaque, poidésa@as seletivas e sensiveis,
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podendo fornecer as informacdes necessarias pandagao da estrutura de farmacos e
seus produtos de degradac&o no ambiente [36-38].

A espectrometria de massas (MS) tem revolucionadcampo da quimica
analitica, permitindo analise de contaminantesrocga a niveis traco de concentracao
no ambiente. A analise por MS, ndo sé pode gerdrOpa de fragmentacdo para
identificagdo de uma determinada molécula, comdémfornecer a massa exata dessa
molécula e sua possivel composicdo elementar, deéon@o garantir uma maior
seletividade.

A técnica de cromatografia liquida acoplada a dspmetria de massas (LC-
MS) vem sendo apontada como a principal técnica padentificacdo de subprodutos,
uma vez que a grande maioria dos farmacos sdo utaéépolares contendo grupos
funcionais como acidos carboxilicos, fenois e amidém disso, a técnica LC-MS
com analisadores de massa/carga de alta resolgi@o, no caso dos analisadores TOF
(Time-of-Fligh), permite determinar com grande exatiddo a massdarmdos
subprodutos formados, facilitando assim a suaiitEagao.

De acordo com a literatura, a técnica de ionizggdicelectrospray(ESI) é a
mais aplicada para a determinacdo de subprodutategieadacéo [36, 39-54], pois,
geralmente, os subprodutos que podem ser geradastellesses processos tendem a
possuir um carater mais polar. Caso 0s compost@setem carater menos polar e
sejam termicamente inertes, pode-se usar tambétonacda de lonizacdo Quimica a
Pressdo Atmosférica (APCI) como fonte de ionizdd@p47, 50, 55].

2.7 Avaliacdo da Toxicidade de Farmacos e seusr8dbfpos de Degradacéao.

Para a avaliacdo de estudos ambientais, atualnexidee a sugestdo de se
trabalhar a associacédo de respostas quimicaspsstas bioldgicas em organismos de
diferentes niveis troficos. Este tipo de pesquesa kh consideracdes importantes, como,
por exemplo, quao genotdxico pode ser um agenteeptd a uma cadeia de
organismos, podendo chegar ao ser humano [56]. € Vvisdo sugere-se que em
alguns casos de degradacao de poluentes, os sutgmagtrados, podem se apresentar
mais toxicos que seus proprios precursores. Contuitd de avaliar essa associagdo
entre as respostas quimicas e bioldgicas, algswusadores tém utilizadoAxtemia
salina como um organismo bioindicador de poluicdo e, equentemente, toxicidade
[57-59]. A escolha da utilizac&o desse tipo de onganismo se da por se tratar de uma

espécie que tem uma ampla distribuicdo geogréfidayra relativamente simples e de
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facil manuseio, alta resisténcia a manipulacédo ae vida curto, alta fecundidade e
uma sensibilidade notavel para xenobidticos [60p. Brasil, atualmente, existe a
indicacdo de testes ecotoxicolégicos e genotoxscgeridos pelo Ministério do Meio
Ambiente/IBAMA e outros oOrgaos de protecdo ambienpaincipalmente com a

utilizacao deste tipo de microrganismo [56].
2.8 - Comentarios Gerais - Compostos Alvos e AepdRelevantes.

Apesar do surgimento de novas tecnologias aplcadladegradacdo de
contaminantes organicos, em especial os farmasasfamacdes referentes as vias de
degradacéo e, principalmente, aos subprodutos \@dwel nos processos aplicados
ainda sdo escassas. Dessa forma, este trabalhsemtard a investigacdo e
caracterizacdo de subprodutos formados durantertesitos fotoliticos e fotocataliticos
heterogéneos. Abaixo, uma breve descricdo de aspesievantes para a escolha de

cada um dos compostos alvo deste trabalho.
2.8.1 Ibuprofeno

Ibuprofeno (IBP), quimicamente denominado &cido 4-&(butilfenil)-
propidnico (Figura 2.7a), € um dos produtos farm@cés mais consumidos no mundo
[61]. E um agente n&do-esterdide, analgésico, aétipd e antiinflamatério, usado no
combate a febre e para aliviar dores em geral [Bdpois de administrada, apenas 15 %
da dose ingerida é eliminada na forma originaluantp que 26 % sao excretados nas
formas hidroxi-ibuprofeno e 43 % como carboxi-iafpno [62].

Existem relatos da presenca de IBP e seus metabélin efluentes de estagbes
de tratamento de agua e esgoto e em mananciaibaieamento de agua. Um
levantamento realizado entre os anos de 2006 a @fxff'mou a presenca de IBP em
concentracdes que variam na ordem de 65 a 7100"em lefluentes de estacdes de
tratamento de agua e esgoto, e de 0 e 360'nuata 4guas superficiais de rios [63]. A
menor concentracao reportada para aguas de riisveea uma combinacao de fatores,
como fotolise, biotransformacao, sorcao, volatgéma e dispersdo do farmaco IBP no
ambiente [64].

Estudos demonstram que o IBP é parcialmente retoouwas estacfes de
tratamento; em alguns casos atinge 70% de remgeawipalmente por oxidacéo

bioldgica [65]. No entanto, suas principais fornd@smetabdlitos carboxi e/ou hidroxi
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IBP, persistem apos o tratamento bioldégico com@madutos toxicos que podem afetar

o0 ambiente aquético [62, 66].
2.8.2 Bezafibrato

Bezafibrato (BZF, acido p-[4-(clorobenzoil-amindjefenoxi]-b-etilpropidico)
(Figura 2.7b) € uma droga pertencente ao grupdil@tos, uma importante classe de
farmacos amplamente utilizados no tratamento derlipplemia (elevacédo dos niveis
plasmaticos de colesterol e triglicérides) [67]. Wtma década, BZF foi incluido na
lista dos medicamentos mais utilizados no mundp [68

A maioria dos farmacos pertencentes a classe ibostds sdo ingeridos, e
excretados na sua forma intacta [69]. O BZF possuicarater acido (pKa 3,6) e, em
pH neutro, possui carga negativa, ocorrendo, part@nincipalmente na fase dissolvida
dos efluentes. Um levantamento realizado entrenos de 2006 a 2010 confirmou a
presenca de BZF em concentraces que variam nmatel® a 340 ngtem efluentes
de estacdes de tratamento de agua e esgoto, ead®6B6ng [ para aguas superficiais
de rios [63]. Esse fato é proveniente de sua amfplezacdo e persisténcia nos
ambientes aquaticos, uma vez que na fase dissalMidaefluentes, os processos de
biodegradagcao nao sao eficientes para sua remaggo [

Embora estudos apontem que a concentracdo erd®miambiente para o
bezafibrato ndo induz efeitos agudos ou crénicos oeganismos nao-alvo, a sua
nocividade ndo pode ser descartada devido ao pbsshergismo, efeitos aditivos,
bioacumulacdo e biomagnificacdo [70]. Recentemeioie demonstrado que o0s
compostos de regulacgéo lipidica sdo potenciaisijpligsres endocrinos em peixes [71].

2.8.3 Sulfametoxazol

Sulfametoxazol (SMX, Figura 2.7c), € também um piaglutos farmacéuticos
mais prescritos [72]. E um antibidtico sintético ddasse das sulfonamidas,
frequentemente utilizado na medicina humana paraatamento de bronquite e
infeccdes do trato urinario, e também na medicigi@nnaria, para prevenir e tratar
infeccdes e para promover o crescimento em animdjsDepois de administrada, essa
substancia é metabolizada, e cerca de 15 % daidgsgeda é eliminada na forma
original [73].

Um levantamento realizado entre os anos de 28L& confirmou a presenca

de SMX em concentracbes que variam na ordem d@&a ng ['em efluentes de

19



Capitulo 2 Aspectos Gerais

estacdes de tratamento de agua e esgoto, e d20@ang [* para aguas superficiais
de rios [63]. Esse fato esta ligado a atividadéaanteriana desse composto o qual se
mostra, portanto, resistente aos métodos conveaisiale tratamentos biolégicos [74].
Embora alguns trabalhos citem a biodegradacdo diiditos da classe das
sulfonamidas no esgoto, essa taxa de biodegraéagdonalmente baixa e o processo é
muito lento, ndo assegurando assim a sua eliminzm@pleta através dos tratamentos

convencionais [74].
2.8.4 Diclofenaco Saodico

Diclofenaco sédico (DCF, Figura 2.7d), quimicamedémominado {2-[(2’,6'-
diclofenil) amino]fenil} acetato sddico, € um faramaantiinflamatoério ndo-esterdide
(AINE) largamente utilizado como analgésico, amtiaco e antirreumatico. E um dos
compostos frequentemente encontrados na aguatani@erum dos mais investigados
em termos de ocorréncia e destino no ambiente iaqUab-79]. Apdés administracao
oral, o DCF é eliminado em um curto periodo de tenfyproximadamente 65 % da
dose administrada sdo excretados na urina; desses, de 15% séo excretados de
forma inalterada e o restante é eliminado na fatenmetabdlitos [76]

Estudos relatam a baixa eficiéncia de remoc¢éo pmregsos de biodegradacéo
nas estacbes de tratamento de esgoto (na faix®-d@%) [76,80]. Embora alguns
estudos evidenciem a remocao de DCF em aguas ddisigy em grande parte devido
a fotolise [75, 75, 78], considera-se um poluerdeugo-persistente, uma vez que as
cargas elevadas deste farmaco no ambiente aquaimuzem a uma concentracdo
praticamente constante.

Um levantamento realizado entre os anos de 20@8.@ Gonfirmou a presenca
de DCF em concentracées que variam na ordem dea03380 ng 'em efluentes de
estacBes de tratamento de &gua e esgoto, e de82,hpl’ para 4guas superficiais de
rios [63].

Assim como outros AINEs encontrados em ambiengsatecos, o DCF
apresenta um alto nivel de ameaca. Existem retionorte de aves por insuficiéncia
renal apos ingerir cadaveres de animais contamsnadon DCF [81,82]. J& sé&o
conhecidos seus efeitos nocivos sobre determinsgiecie de peixe, podendo induzir
toxicidade celular, genotoxicidade e efeitos e€nogps, em niveis de concentracéo de
1 ug L* [83]. Além disso, tem sido observado o sinergisentre o DCF e outros

compostos farmacéuticos ativos tais como o ibupmfenaproxeno e o acido
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acetilsalicilico, resultando na ocorréncia de efeitdoxicos, mesmo em concentracoes

mais baixas [84].
2.8.5 1&-Etinilestradiol

O 1lw-etinilestradiol (EE2, Figura 2.7e), apresenta Inide estrogenicidade
cerca de trinta vezes maior que o hormoénio naastaadiol (E2) [85], sendo o principal
estrogénio sintético aplicado em medicamentos gmwsigdo hormonal e como
contraceptivos orais. Ambos E2 e EE2 atingem o emibi aquatico pela excrecéo
humana e animal, porém, no ambiente, EE2 é nornmémenais resistente a
biodegradag¢do quando comparado ao E2 [86-88] sadesma, ndo é tdo eficazmente
removido pelos tratamentos biolégicos convencionais

Estudos recentes tem mostrado que o ndo tratardenédluentes industriais e
domeésticos contendo esse tipo de hormonio, juntem@m sua aplicacdo na criacdo
de gado bovino, tem sido responsavel pela detededtes compostos em aguas
superficiais e subterrdneas, na ordem de concéntrde ng [*. A presenca deste
horménio pode ocasionar a feminizacdo de peixemindicdo da quantidade de

esperma em humanos, e aumento da incidéncia deraimmama e testiculo [89].
2.8.6 Bisfenol A

Bisfenol A (BPA), quimicamente denominado (2,2@ishidroxifenil)-propano)
(Figura 2.7f), € um importante intermediario quionidilizado na fabricacéo de resinas
epoxi e plasticos policarbonatos [90]. Existe geangteocupacdo em relagdo a
contaminagcdo desse produto no ambiente, pois @mprovado que ele pode exercer
desregulacdo enddcrina imitando e antagonizandefei®s dos hormoénios naturais e
sintéticos, podendo causar efeitos adversos aamisrgos [91,92]. Existem fortes
evidéncias que BPA pode causar efeitos graves istsmas genéticos e funcdes
cerebrais dos seres humanos, especialmente em feto&s e criangas [93-95]. O uso
de BPA na fabricacdo de mamadeiras infantis japfoibido pela Unido Européia,
Canada e Brasil; porém, BPA ainda € muito utilizadmo revestimento para produtos
metalicos e em linhas de abastecimento de aguaosvérabalhos tem reportado a
ocorréncia de BPA em efluentes de estacOes denwata de esgoto, 0 que pode
representar sérios riscos a saude humana [96-98].

A remocdo de BPA em estacbes de tratamento ddoesgjoge eficiéncias

acima de 70 % [99], no entanto, a degradacao pwepsos aerobios requer um tempo
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maior de retencdo do afluente, dias ou até mesmarses [91,100], inviabilizando a

sua aplicagdo em escala real.
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Figura 2.7- Estruturas quimicas para os compostos: IBP ersetabolitos de excrecao
(a), BZF (b), SMX (c), DCF (d), EE2 (e) e BPA (f).
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3.1 Testes de Degradacéao
3.1.1 Montagem do sistema de degradacéo

Os testes fotocataliticos foram conduzidos em quoipamento do tipgar-test
(Nova Etica, modelo 218/LDB06) (Figura 3.1). Foragalizados diferentes tipos de
experimentos a fim de avaliar a degradacdo dosaffvenem estudo: fotocatalise
(presenca de TiPe radiacdo UV), fotdlise (auséncia de Ti®©presenca de radiacdo
UV), hidrélise (auséncia de TiOe radiacdo UV) e adsorcdo (presenca de; BO
auséncia de radiacdo UV). Os ultimos dois experiaseforam denominados controles.
Nos experimentos de fotocatalise e fotolise forastados dois diferentes tipos de
radiagao, UV-C e UV-A. Os experimentos com radiagd@eipo UV-C foram realizados
utilizando uma lampada fluorescente germicida (PESlips, poténcia nominal de 9
W) que emite luz no comprimento de onda em torn@senm. Os experimentos com
radiacdo do tipo UV-A foram realizados utilizandmau lampada fluorescente negra
(LY9-H, Ecolume, Poténcia nominal de 9 W) que erhite no comprimento de onda
em torno de 360 nm, simulando a radiacdo solaoapadamente 3% da radiacéo
solar que atinge a superficie terrestre tem emigsérima a este comprimento de
onda).

Cada um dos experimentos, fotocatalitico e fatoljtfoi realizado utilizando
trés lampadas (UV-A/ UV-C) de 9 W de poténcia capaando uma poténcia total de
27 W. As lampadas foram colocadas em paralelo ntbbaelas cubas e permaneceram
imersas nas solugdes dos farmacos estudados, tgstrado no diagrama esquematico
abaixo (Figura 3.1).

Ll

(a) (b)
Figura 3.1- Sistemajar-test utilizado para os ensaios de degradacdo. (a) besen
esquematico de uma das cubagaddest contendo as partes: (1) cuba de vidro; (2) tubo

33



Capitulo 3 Procedimentos de Degradacao e Técnicas Analiticas

de quartzo; (3) lampada fluorescente; (4) agitagecanico e (5) amostrador. (b)

Fotografia do sistemar-test
3.1.2 Experimentos de degradacgao

Os padrdes de BPA, BZF, EE2, DCF, IBP e SMX, zddlios para o preparo das
solugbes de degradacgao foram adquiridos da em§$rgsa-Aldrich. Os solventes para
as determinacdes analiticas e demais procedimerpasimentais foram metanol (grau
HPLC, J. T. Baker) e agua ultrapura mili-Q (obtman sistema Millipore, Milford,
MA, USA). Nos experimentos de fotocatalise hetenagéfoi utilizado dioxido de
titdnio (TiO,) (Anatase, 99,9 % puro, Sigma Aldrich).

Para os experimentos de degradacdo preparou-sealées volumétricos de
2000 mL, solucdes de aproximadamente 5 ritgde cada um dos analitos. Embora
essas concentracfes sejam bem superiores aquelamlmente encontradas no
ambiente, esses niveis mais altos foram escolhp@dwa permitir a realizacdo das
analises sem que houvesse a necessidade de quiquele preparo das amostras,
facilitando assim as andlises e interpretacfesrekdtados. Todas as solucdes foram
preparadas em agua ultrapura (Mili-Q), e a variagdgoH foi entre 6,2 e 6,5. As
solugdes foram, entdo, transferidas para as cubasgih dojar-test (com capacidade
de 2000 mL) e ficaram sob agitacdo por cerca dmiB0tos, antes de iniciar os testes
de degradacdo. Todos os testes foram realizadempetatura ambiente, com uma
pequena faixa de variagcéo (25 + 2°C).

Nos experimentos de fotocatalise e adsor¢éo, fadinionados 240 mg de TiO
perfazendo uma dosagem de aproximadamente 120"nug lcatalisador na solucéo a
ser tratada fotocataliticamente. Os experimentos fatélise e hidrdlise foram
conduzidos sem a adicdo do catalisador. Além dissoexperimentos de hidrolise
foram conduzidos na auséncia da fonte de emissdadiE;do. As cubas onde foram
realizados os experimentos de degradacao foranstig@e externamente com material
refletivo para garantir que a radiacdo aplicadasgdgdissipasse para 0 meio.

Durante os testes de degradacdo, o sisf@rastesteve em operacao com uma
rotacdo de 250 rpm, correspondendo a um gradienteldcidade de 400'sOs testes
foram realizados em batelada durante um periodd lt@as, e as aliquotas da solugéo
foram coletadas em intervalos de 0, 5, 10, 1568@& 120 minutos.

As aliquotas coletadas referentes aos experimeetéstocatalise heterogénea e

adsorcao foram centrifugadas a 4000 rpm por 10(@éntrifuga Centribio mod. 80-
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20), para a remocdo do catalisador JiDecorrido esse tempo, 0 sobrenadante foi
recuperado e armazenado, juntamente com as amasietadas para os testes de
fotélise e hidrélise, a uma temperatura inferid’@ e protegidos de luz até o momento

das analises.
3.2 Determinacgdes Analiticas

Os procedimentos analiticos adotados para a cegédp da eficiéncia de
remocao e degradacao, caracterizacado de subprogl@ealiacdo da toxicidade foram

realizados conforme os procedimentos descritoguirse
3.2.1 Cromatografia Liquida Acoplada a Espectronaetie Massas

A determinacéo e a analise semi-quantitativa dosaminantes organicos e seus
intermediarios ao longo do processo de degradamamfrealizadas por meio de um
sistema de cromatografia liquida de alto desempeansbplado a um espectrometro de
massas hibrido contendo analisadores doidipdrap e TOF em sequéncia (HPLC-MS-
IT-TOF). O cromatégrafo a liquido consiste de ustesha Prominence, equipado com
bombas binarias, modelo LC-20AD (ShimadzuCorp.,0€iJapdo) e um amostrador
automatico modelo SIL 20AC (ShimadzuCorp.). O egpetetro de massas (Shimadzu
IT-TOF) utilizado neste estudo é equipado com fal@eonizacaelectrospray(modo
negativo: -3,5 kV; modo positivo: +4,5 kV). O aparce possui dois analisadores de
massas em série: uroh trap (IT)” seguido de um “TOF {ime of flight, que confere
alta sensibilidade e resolucao na obtencao de tespec

Os métodos de andlise empregados no equipamentG-MB-IT-TOF estédo

descritos abaixo:

Método 1: A fonte de electrospray foi operada no modo positivo e negativo
simultaneamente, com fluxo de gas de nebulizacap ¢bhstante a 1,5 L mih A
interface e o CDL durved dessolvation lineforam operadas a uma temperatura
constante de 200°C. A faixa de relacdo massa/¢arigranalisada foi de 50-500. As
amostras foram introduzidas diretamente na fonteaE&vés do amostrador automatico
do HPLC. Foi injetado um total de 5,0 pL de amostieste instrumento, os
experimentos MS/MS sdao feitos através da selecdordde interesse nion trap. O

ion de interesse é dissociado apés colidir comnamg@ollision induced dissociation

CID). Os ions produzidos neste processo sao adatisa analisador de massas TOF.
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Método 2 As mesmas condi¢cdes descritas no método 1 fordlimadas para o

espectrometro de massas, contudo as amostras iforaahuzidas utilizando o sistema
cromatografico. Para a separacao cromatografitaoutise uma coluna C18 ACE (100
mm x 2,1 mm x 3 um de diametro de particula). Aefasdvel escolhida foi metanol
(fase B) e agua (fase A). O volume de amostraadgetoi 5,0 uL e o fluxo da fase
mével igual a 0,2 mL mih A corrida cromatogréfica foi realizada no modedijente

onde as razdes entre 0s solventes (agua/metarnai) fmodificadas da seguinte forma:
a proporcdo de metanol em agua variou de 30 a 58%} eninutos. Em seguida,
aumentou-se para 100% de metanol em 3 minutosabkilegiu-se por mais 3 minutos.
Finalmente, reduziu-se e estabilizou-se para 30%hatanol em 4 minutos, totalizando

14 minutos de analise cromatografica.
3.2.2 Carbono Organico Total

A andlise de carbono organico total (COT) baseias determinacdo de €O
produzido pela degradacgéo, por processo oxidatlgomatéria organica presente na
amostra. As andlises para obtencdo da concentdacéarbono total foram conduzidas
no instrumento TOC-VPCH (Shimadzu, Kyoto, Japao$. éliquotas coletadas nos
tempos de 0 e 120 minutos de degradacéo foranadi@etdiretamente, sem qualquer
diluicdo.

O programa utilizado forneceu os resultados dé@er Organico Total (COT)
atraveés da diferenca entre o Carbono Total (CT)Gaono Inorganico (Cl) (método

indireto).
3.2.3 Testes de Ecotoxicidade — Artemia salina

Os testes de ecotoxicidade utilizantidemia salinaforam realizados seguindo
0 protocolo descrito por McLaughlin e colaboraddigs Uma solugcéo aquosa de sal
marinho (38 g [!) foi preparada, filtrada e adicionada a um recigeplastico de
aproximadamente 15 cm de diametro. Foram adiciahados deArtemia salinana
metade desse recipiente contendo a solucédo s@litedo onde foram adicionados os
ovos foi mantido ao abrigo da luz, enquanto queumaometade do recipiente foi
continuamente iluminada por uma lampada incandésabn 100 W. ApoOs a eclosao
dos ovos, os organismos Aetemia salinamigraram para o lado iluminado, de modo
gque uma pequena parte desta solucdo com os indsviddultos poderia entdo ser

recolhida e transferida para a realiza¢do dossteste

36



Capitulo 3 Procedimentos de Degradacao e Técnicas Analiticas

Os ensaios de toxicidade foram realizados em tdbamnsaio. Em cada um dos
tubos foram adicionados 4,0 mL das aliquotas addstalurante os experimentos de
degradacéo (0, 5, 10, 15, 30, 60 e 120 minutosp dafivas deArtemia salina
ajustando-se o volume final para 5,0 mL com a sawgalina utilizada no cultivo. Foi
realizado, também, testes de controle positivogaratla tubo de ensaio continha 4,0
mL de agua mili-Q e 1,0 mL da solucao de cultivatgumente com 10 larvas detemia
salina As larvas foram incubadas na presenca de luz2¢droras. Apos este periodo
contou-se o numero de larvas vivas em cada testislos experimentos de toxicidade

foram realizados em triplicata.
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4.1 Avaliacéo da Eficiéncia de Remocéo e Minerghira

A eficiéncia de remocéao dos analitos alvos (IBPFBEMX, DCF, EE2 e BPA)
foi avaliada através das anadlises por LCMS (MétddoPara as aliquotas recolhidas
durante os processos de degradacgéao (0, 5, 1001602 120 minutos) e submetidas a
esta analise, foram calculadas as areas referaosepicos cromatograficos para cada
composto. Todas as analises foram realizadas no meghtivo de ionizacdo, conforme
os cromatogramas de ions extraidos referentes lésutas deprotonadas, apresentados

na Figura 4.1.
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Figura 4.1- Cromatogramas de ions extraidos (IBP, BZF, DOWXSEE2 e BPA),
obtidos por HPLC-MS-IT-TOF no modo negativo de magao por electrospray.
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A Tabela 4.1 apresenta as porcentagens de rematcaac@da um dos analitos
submetidos aos experimentos de degradacéo: folisea(@lV-C/TiO, e UV-A/TIO,),
fotdlise (UV-C e UV-A) e hidrdlise. Os calculos garcentagem de remocéo foram
realizados a partir das areas obtidas para os proosatograficos correspondentes a
cada analito. A area correspondente ao tempo ddnQtos de reacdo, para cada
experimento de degradacdo, foi considerada 100%.ase &reas dos picos
cromatograficos, calculadas para os outros temposeacdo, foram normalizadas em
relacdo a esta area inicial (tempo de 0 minutos).

Os resultados obtidos para os experimentos delisiliddicam a estabilidade
dos compostos em solugcdo aquosa, pois néo foivansetaxa de remocéo ao final de
120 minutos. Além disso, os experimentos de adsofdados n&o apresentados)
indicaram que a quantidade dos analitos adsonndosuperficie do Ti@também foi

desprezivel ao final de 120 minutos.

Tabela 4.1 Porcentagem de remocéo em cada sistema de defpaai@ads 120 minutos
para os analitos IBP, BZF, DCF, SMX, EE2 e BPA.

uv-C UV-A

Analitos Hidrolise | Fotocatédlise  Fotolise | Fotocatase  Fotolise
IBP 0% 100% 98,9% 92,6% 12,5%
BZF 0% 94,9% 93,9% 90,6% 0%
DCF 0% 100% 100% 77,5% 0%
SMX 0% 100% 100% 66,3% 0%
EE2 0% 23,4% 46,5% 0% 0%
BPA 0% 97, 7% 70,2% 76,6% 0%

Para a maioria dos poluentes, os testes de dedmddifizando a fonte de
radiacdo UV-C demonstraram eficiéncias de remog&ovgriaram entre 94,6% a 100%
e 70,2% a 100% para fotocatdlise heterogénea ksttéespectivamente. Ja o farmaco
EE2 apresentou-se mais recalcitrante a estes gpaxde degradacédo, pois as taxas de
remocao foram mais baixas em comparacdo aos dexoaipostos (entre 23,4% e
46,5% para fotocatélise heterogénea e fotélispemyamente).

Nota-se que, no geral, as taxas de remocédo apadssnpelo processo de
fotélise direta (UV-C) foram tdo altas quantos Jweaentadas pelo processo de

fotocatalise (UV-C/TiQ), geralmente mais reativo. A explicacdo para estas taxas
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de remocédo se deve possivelmente a sobreposic&@lpdo espectro emissdo da
lampada UV-C (100-280 nm com comprimento de ondgim@em 254 nm), sobre a
regido do espectro de absor¢cédo dos analitos alguré-4.2), propiciando assim a
remocao por fotolise direta [1].

Para os testes de degradacao utilizando a fonteditcdo UV-A, os resultados
apresentados para o processo de fotocatalise hétera (UV-A/TiQ) demonstraram
eficiéncias proximas as observadas nos experimeuntiigando radiacdo UV-C
(fotdlise e fotocatalise). As taxas de remocaonosaperiores a 66%, com excecao
também para o EE2 onde nao foi observada nenhwaaléaremocao. Ja para os testes
fotoliticos, com radiacdo UV-A, os resultados sétaltmente opostos aos resultados
observados com a utilizacéo de radiacdo UV-C. Apentarmaco IBP apresentou uma
pequena taxa de remocao, na ordem de 12,5%. Bxtadieiéncia apresentada pelos
testes fotoliticos (UV-A) pode ser explicada pelanor absor¢cdo dos compostos na
regido espectral de emissdo da lampada UV-A (305#0, comlins = 360nm)
(Figura 4.2). Estes resultados indicam que a rempoé UV-A/TiO, foi causada pelas
reacdes com radicais hidroxila®H), gerados a partir do catalisador ZiOm minimo
de 3,2 eV X < 388nm) € necessario para excitar os elétronsléacia para a banda de
conducdo do TigQ e dessa forma permitir a formacdo de radicaisokild (*OH)
através da interacdo com as moléculas de agua [2].

Os resultados apresentados corroboram com dadasteados na literatura,
onde normalmente sistemas de degradacdo por faliseatheterogéneas com a
utilizagdo de catalisadores a base de,Té#presentam altas taxas de remocgao de
contaminantes, devido a maior eficiéncia na geragioadicais hidroxila [2]. Outros
trabalhos tem destacado tanto a utilizacdo dagadi&V-C em processos fotoliticos
[3-5] quanto a utilizacdo da radiacado UV-A (simulara radiacao solar) em fotocatéalise
heterogénea [6-8], como processos alternativosadi@ntento, uma vez que estes vém
apresentando resultados satisfatorios na remocacompostos organicos em meio

aguoso.
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0,7 UV-C (__ =254 nm)
0,6 UV-A (% _ =360 nm)
05 | IBP (. _=222nm)

N BZF (= 228nm)
0,4
\ /SMX (O =262nm)

0.3 \ DCF (., =274nm)
02 ||\
BPA (. = 276nm)

0.1 \ EE2 (. = 280nm)
0

Abosorbancia

-— —_—

200 225 250 275 300 325 350 375 400
Comprimento de onda (nm)

Figura 4.2- Espectros de absorcdo das solucdes aquosas centragéo 5,0 mgtde
IBP, BZF, SMX, DCF, BPA e EE2.

Para a avaliacdo da velocidade de remocdo dos osbogp nos diferentes
sistemas estudados (UV-C/TLOUV-C, UV-A/TIO, e UV-A), considerou-se que a
remogdo segue uma cinética de pseudo-primeira or@&smdo assim, foi possivel
calcular a constante cinética da reacdo e o terapmeaia-vida (tempo requerido para

reduzir em 50% a concentracgéo inicial do contanté)asegundo as equacdes 11 a 14.

In[analito] =-k t (11)
[analitg)

Quando,
[analito] = 0,5[analitg] (12)

In[0,5analite] = -k ti;» (13)
[analitg)

tip= In2_ (14)
k

Os resultados encontrados estdo apresentados helad&@.2 e 4.3, para os

experimentos utilizando radiagdo UV-C e UV-A, retpamente.
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Tabela 4.2 Coeficiente de correlacdo {Rconstante cinética (k) e tempo de meia-vida

(t12) para os experimentos utilizando radiacdo UV-C.

UV-CITIiO Uv-C

Analitos R k (min?)  ty(min) R k (min™) tyo(min)
IBP 0,9918 0,054 12,8 0,9876 0,037 18,7
BZF 0,9939 0,025 28,2 0,9912 0,022 31,1
DCF 0,9778 0,488 2,0 0,9973 0,975 0,7
SMX 0,9934 0,406 1,7 0,9422 1,21 0,6
EE2 0,9911 0,002 288,8 0,9903 0,005 133,3
BPA 0,9943 0,032 21,7 0,9811 0,010 69,3

Tabela 4.3 Coeficiente de correlacdo {Rconstante cinética (k) e tempo de meia-vida

(t12) para os experimentos utilizando radiacdo UV-A.

UV-A/TIO ; UV-A

Analitos R k(min®)  ty(min) R k (min™) tyo(min)
IBP 0,9944 0,022 33,0 0,9437 0,001 693,0
BZF 0,9984 0,021 33,3 - - -
DCF 0,9894 0,033 20,8 - - -
SMX 0,9907 0,009 80,6 - - -
EE2 - - - - - -
BPA 0,9951 0,012 63,0 - - -

Estes resultados demonstram que apesar do sistémcathlitico com radiacéo
UV-A (UV-A/TIO,) apresentar eficiéncias de remocdo proximas ags sikiemas
fotoliticos e fotocataliticos com radiacdo UV-C (AVTiO, e UV-C), os tempos de
meia vida (i) para os sistemas com radiacdo UV-C sdo menaresja, a velocidade
de remocéao € maior. Por UV-C ser uma radiacdo emgyética comparada a radiacao
UV-A, esta maior velocidade de remocéo é favoretadéo na remocao por fotocatélise
heterogénea, devido a maior eficiéncia na geragioadicais hidroxila a partir do
catalisador TiQ quanto pela remocao por fotdlise direta.

Para os analitos DCF, SMX e EEZ2, de acordo coreropads de meia viday (),
o sistema UV-C apresentou uma maior velocidadeed®¢do quando comparado ao
sistema UV-C/TiQ. Na literatura alguns trabalhos ja apresentarasultezlos
semelhantes para remocéo de SMX [3,4] e DCF [9%xplicacdo de Nasuhogkt.al
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[3] para maior taxa de remocdo da SMX pelo procéstaitico (UV-C), é devido a
sobreposicao quase que completa do espectro degabsta SMX {ma= 262nm) com

0 espectro de emisséo das lampadas com radiacd® (\s= 262nm). Para o DCF e
EE2, também nota-se uma maior sobreposicédo dotespkecabsorcad\.fa= 274 € 280
nm, respectivamente), o que poderia explicar essarrtaxa de remoc¢ao apresentada.
Porém, o mesmo néo foi observado para BRASL 276 nm), sendo que este composto
apresenta espectros de absorcdo com comprimentosidde maximos proximos ao
DCF. Dessa forma, ndo somente o espectro de absomdas também outras
propriedades quimicas das moléculas podem ser rimtais nesses processos de
remocao.

Apesar das altas taxas de remocéo apresentagagyzsge todos 0s compostos
(UV-C/TiO,, UV-C e UV-A/TIO,), com excecdo do EE2, a Tabela 4.4 mostra que
ocorre apenas a mineralizacao parcial dos anaitws de acordo com os resultados de
COT.

Tabela 4.4 Taxa de mineralizacdo apos 120 minutos de expetionde degradacao.

uv-C UV-A
Analitos Fotocatalise Fotolise Fotocatalise Fotoks
IBP 37, 7% 10,2% 0% 0%
BZF 54,6% 16,2% 0% -
DCF 52,2% 9,4% 0% -
SMX 51,2% 24,8% 0% -
EE2 0% 0% - -
BPA 27,9% 0% 0% -

Novamente, apesar dos sistemas por fotolise dumtasentarem eficiéncias de
remocao equivalentes aos processos fotocatalitmosa utilizagdo de radiagdo UV-C e
cinéticas de remocdo maiores para alguns dos ceospddCF, SMX e EE2), as
maiores taxas de mineralizacdo sdo observadas goaiatema fotocatalitico (UV-
C/TiO,). A maior taxa de mineralizacdo observada nosgssms por UV-C/Ti@foi
para o farmaco BZF (54,6%), enquanto que para tensés UV-C a maior taxa de
mineralizacdo apresentada foi para o farmaco SMdBP2). Para o farmaco EE2 nédo
foi observada nenhuma taxa de mineralizacdo em stob@rocessos (UV-C/TiCe
UV-C).
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Ja para os sistemas de degradacdo com a utilizdgedoadiacdo UV-A
(fotocatalise e fotolise), apesar de observadaastae remocao significativas para os
processos fotocataliticos (Tabela 4.1), ndo foi enlslo nenhuma taxa de
mineralizacdo para nenhum dos compostos estudados.

Estes resultados indicam que, grande parte da Bantms compostos se da pela
conversao dos analitos alvo em subprodutos, oS gaai persistentes mesmo apdos 120
minutos expostos aos experimentos de degradacéo.

4.2 Avaliagcédo da formacédo de subprodutos e o sau de toxicidade
4.2.1 Ibuprofeno
4.2.1.1 Identificagéo dos subprodutos: propostaicha rota de degradacgao.

Como observado na secao 4.1, apesar das taxasdeéie para o IBP serem
préximas a 100%, com um tempo de meia vida relat@rde baixo (na faixa de 12 a 35
minutos para os sistemas UV-C/BjOUV-C e UV-A/TIO,), as porcentagens de
mineralizacdo atingem no maximo 38% (UV-C/3)O

Para a deteccao e identificacdo dos possiveis aiinjms de degradacao do IBP,
as aliquotas coletadas durante os experimentos, (D0, 15, 30, 60 e 120 minutos)
foram analisadas por insercdo direta via ionizagéoelectrospraye deteccdo por
espectrometria de massas de alta resolucdo (ESISJREbnforme metodologia
descrita na secéo 3.2.1 (Método 1). Através destakises foram obtidos os respectivos
espectros de massas referentes a cada aliquotadegleanto no modo positivo como
no modo negativo de ionizagcdo. Por exemplo, oscégizede massas obtidos para
aliquotas coletadas no sistema UV-C/Ji@o modo negativo de ionizacdo sao
apresentadas na Figura 4.3.

Observa-se que da mesma forma com que a intengielatiga do ion referente
ao farmaco IBP [(M-H)= 205] decresce, novos ions que ndo foram detsstdana
solucéo inicial de IBP (0 minutos) vao surgindo aecorrer dos experimentos de
degradacéo. Um estudo detalhado destes espectnoagsdas permitiu a identificacéo de
11 subprodutosl¢1l) decorrentes da fotodegradacao de IBP, todos rdo megativo
de ionizacdo. Nao foi possivel a identificacdo @mhum subproduto através dos

espectros de massas adquiridos no modo positiland®acao.
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Figura 4.3 Espectros ESI-MS no modo negativo de ioniza¢cds aéquotas de

degradacéo de IBP recolhidas a partir do sistema&ClOVO,, nos tempos de 0, 30, 60 e

120 minutos de reacéo.

Os dados de ESI-HRMS permitiram a proposta de flasnmoleculares para

todos os subprodutosl-(1), com um erro maximo de 8 ppm entre as massas

experimentais e tedricas para as espécies depdat®neonforme descritos na Tabela

4.5. Tal diferenca estéa dentro do valor aceitdeetmo descrito para o equipamento IT-

TOF (20 ppm), o que possibilita, a identificacds darmulas moleculares de tais

subprodutos. Todos estes subprodutos foram detegtglo menos, em uma das
aliquotas do processo fotocatalitico (UV-C/TEUV-A/TIO,) ou fotolitico (UV-C).
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Tabela 4.5 Férmula molecular de IBP e seus subprodutos deadacao (calculados
através dos dados de ESI-HRMS).

Formula Massa (M-H)" (M-H)" Erro )
Composto Molecular DBE
Molecular M Teodrica | Experimental | (ppm)

IBP CisH1g0, | 206,1307 | 205,1234 205,1235 0,47 5
1 CisH1g03 | 222.1256 | 221,1183 221,1188 2,1y 5
2 CisH1g04 | 238,1205| 237,1132 237,1138 2,38 5
3 CisH1g0s | 254,1154 | 253,1076 253,1082 3,16 5
4 Ci2H1805 242,1154 | 241,1081 241,1088 2,70 4
5 CioH180s | 258,1103 | 257,1031 257,1033 0,92 4
6 Ci2H180 178,1358 | 177,1285% 177,1295 5,64 4
7 CoH1003 166,0630 | 165,0557 165,0570 7,72 5
8 CoHgO3 164,0473 | 163,0401 163,0388 7,78 6
9 CoH100 134,0732| 133,0653 133,0651 -1,50 5
10 GsH1003 130,0630 | 129,0557 129,0563 4,64 2
11 GH1003 118,0630 | 117,0557 117,0556 1,00 1

'massa molecular calculada pelo software LCMS-Sumisti

“Double Bond Equivalence (equivaléncia de duplasciigs)

Outro parametro importante apresentado na Tabdé&aé4o Double Bond
Equivalence (DBE). Através deste parametro € possivel estimanimero de
insaturacdes presente em uma estrutura quimicéiaado na caracterizacao estrutural
proposta para cada subproduto em questdo. A férregteutural de todos os
subprodutos]-11) identificados esta apresentada na Tabela 4.6.

Dentre os subprodutos detectadb<l {), diversas estruturas isoméricas podem
ser propostas. A estrutura correta (ou estrutunasgntanto, ndo puderam ser definidas
inequivocamente com base nas informacdes fornepiolaESI-HRMS. Além disso, o
perfil de fragmentacdo (ndo apresentado) de cada das espécies idnicas (formas
deprotonadas di&-11) ndo foi atil, pois 0 modo MS/MS apresentou a prathancia de
ions-produto resultante da perda de moléculas da. &¢ple ressaltar ainda que nédo
necessariamente apenas uma estrutura possa essaEntpr como subproduto de
degradacédo, mas sim uma mistura de isdbmeros, umgwea degradacao via radicais

hidroxila é pouco seletiva.
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Tabela 4.6 Estruturas quimicas propostas para os subprodetdegradacéo do IBP.

Subprodutos Estrutura Quimica Subprodutos Estrutura Quimica
CH;, OH
CH,
H;C
1 6
CH,
H;C
OH
HO : CH,
7
2 (6] OH
HO CH,
3 o | OA
(6] (6]
H;C
4 ;< >ﬁ
9 \0
O
10 /Y\)‘\W
5 0
HyC
11 /Y\{O
OH OH

Depois de identificados e caracterizados os sulbjposgropostos na Tabela 4.5,
foi possivel o monitoramento da evolucdo de cadzpreduto {-11) durante os
processos de degradacdo, através dos cromatogodntidss nas analises por HPLC-
HRMS (Método 2). Por exemplo, a Figura 4.4 apresemh cromatograma no modo
Full Scane um cromatograma de ions extraid®gr@action-ion chromatogramsEgIC)
(m/z205,1234, 221,1183 e 133,0651 para IBP e os sdbm®l e 9, respectivamente)
para uma aliquota coletada no tempo de 60 minwodegradacdo no sistema UV-
AITIOx.
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Figura 4.4- Cromatograma erfrull Scane EIC (n/z 205,1234, 221,1183 e 133,0651
para IBP, e os subprodutb® 9, respectivamente) para uma aliquota coletadampade

de 60 minutos de degradacéo no sistema UV-A/TiO2.

Da mesma forma como apresentado neste exempla#&MHgd), cromatogramas
de ions extraidos (para todos os subprodutdd) foram obtidos para cada uma das
aliquotas coletadas a partir dos quatro sistemdggiedacao investigados.

Esses dados cromatograficos (areas dos picos) fanatisados, e dessa forma
foi possivel a construcdo de graficos da areaivelate cada subprodutd-(1) em
funcéo do tempo de reacgdo. Para facilitar a vigsagdio, somente cinco subprodutbs (

6, 8, 10 e 11) foram selecionados para a construcao destesggdfrigura 4.5).

Nota-se que, para o sistema fotocatalitico UV-C{Igdmente os subprodutos
10 e 11 persistiram em solucdo apos 120 minutos de expmgkigura 4.5a). A notavel
capacidade do sistema UV-C/Li@®m gerar radicais hidroxila possivelmente causou a
degradacéo dos outros subprodutb®)( evitando assim sua acumulagdo e deteccao.
Nos experimentos de fotolise direta com radiacdo@J¥YFigura 4.5b), no entanto,
varios subprodutosl( 6, 7, 8, 10 e 11) foram persistentes em solu¢cdo apés o0 mesmo
tempo de degradacgdo. Estes resultados corroboramosaresultados das analises de
COT (Tabela 4.4), onde taxas de mineralizacdo mléas foram alcancadas para o
sistema fotocatalitico UV-C/Ti§) ou seja, hd uma menor persisténcia de subprodutos
ao final de 120 minutos de reacdo. Para os expetas&ue envolvem o sistema UV-
A/TiO; (Figura 4.5c¢), apenas os subproduto8 e 3 ndo foram persistentes ao final de
120 minutos de reagdo. Por outro lado, para fetamm radiacdo UV-A, somente a

49



Capitulo 4

formacdo do subprodutd foi observada apdés os 120 minutos (Figura 4.5dje E

resultado sugere que a remocao de IBP por radidyaé é dada somente pela sua
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conversdo no subprodutoe que a energia emitida pela radiacdo UV-A nadfiéisnte

para promover excitacdo do subprodutp levando-o a conversdo dos outros

subprodutosZ-11), como observado para os outros sistemas (UV-G/TUU-A/TiO, e

uv- Q).
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Figura 4.5 Gréfico da porcentagem relativa de aregXPpara os subprodutos de IBP

(1. 6. 8, 10 e Ilem funcéo do tempo de degradacédo para os sistémasV-C/TiO,,

(b) UV-C. (c) UV-A/TIO, e (d) UV-A. A e A referem-se as areas dos picos

cromatograficos, onde, A representa a maior ardaas areas nos demais tempos de

reacao para cada subproduto.

Com base nestes resultados, e sabendo-se dadadivdos radicais hidroxila

frente a moléculas organicas em meio aquoso, pEP@sna rota geral para a

fotodegradacdo de IBP (Figura 4.6) por fotocatdfiseerogénea (UV-C/TiDe UV-

AITIO,) e fotdlise (UV-C), uma vez que, a maioria dospsatiutos foram identificados

em ambos os procedimentos. Inicialmente, foi prapgsie alguns subprodutos sdo
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formados devido a sucessivas reacdes de hidrogilaghidas pela molécula de IBP
(C13H180,). Este é o0 caso do subprodutdC,3H:503) (representado por duas formas
isoméricas: a-hidroxicarboxi-IBP e o-hidroxi-isopropil-IBP), 2 (Ci3H1804) € 3
(C13H180s). O subprodut® (Cy2H1806) também pode ser formado a partir de reacdes de
hidroxilacdo do subproduib (C;2H150s). Para os demais subprodutos, foi sugerido que
a formacdo pode ocorrer através de outros camiatiemativos. Por exemplo, 0s
subprodutos 4 (Ci2H1605) e 6 (CioHi1g0), sdo formados possivelmente pela
descarboxilacdo dos subprodugs 1, respectivamente. Em sequéncia, o subpro@uto
(C12H180) pode sofrer uma reacdo de hidroxilacdo acadetana perda do grupo 2-
propanol gerando o subproduf® (CoH100) que, por sua vez, apos sofrer duas
hidroxilagdes consecutivas, pode dar origem aorsdlopo 7 (CoH1003). O subproduto

8 (CgHgOs) pode ser gerado através da oxidagcédo da funcaolao subprodut@. Os
subprodutos aciclicog0 (CgH1003) e 11 (CsH1003) podem ser gerados através de
sucessivas reagfes de hidroxilagdo dos subpro8ueds levando a abertura de seus
anéis aromaticos. Por fim, estes intermediard@se(11) podem ser mineralizados. Vale
mencionar que alguns desses intermediario2,( 6, 8 e 9) ja foram previamente
relatados por alguns grupos de pesquisa utilizadiferentes procedimentos de
degradacéo [9, 10-16].
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Figura 4.6- Rota de degradacdo proposta para IBP por fottsmatdeterogénea (UV-
C/TiO, e UV-A/TIO,) e fotolise (UV-C).
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4.2.1.2 Testes de Ecotoxicidade cartemia salina para IBP.

Embora alguns estudos tenham descrito a degradicdBP, pouco se sabe
sobre a possivel geracdo de subprodutos e seudgrdaxicidade. Como pode ser
observado na Figura 4.5, ap6s completa remocaoBBeniuitos compostos ainda
permanecem em solucdo, o que pode levar a um impateéncial sobre 0 ambiente e,
possivelmente, a saide humana. Para avaliar adasdedo IBP e seus subprodutos de
degradacéo foram realizados testes de toxicidaldeantio os microrganismo&rtemia
salina Estes testes foram realizados com todas as #&gjuecolhidas durante as
reacdes de degradacéao (0, 5, 10, 15, 30, 60 e ldiaw) e a taxa de mortalidade foi
determinada para cada caso. Um teste controle clupé® salina também foi realizado
(ver Seccédo Experimental para mais detalhes), efmaabservada nenhuma taxa de
mortalidade apds o tempo final de exposicdo. Aal fitos testes, assim como observada
para a solucdo IBP, as aliquotas recolhidas aposempo de exposicdo de 120 min
(para os quatro sistemas de degradacdo: UV-G/TY-A/TiO,, UV-C, UV-A)
exibiram uma toxicidade muito baixa frente ao nigamismoArtemia salina(taxas de
mortalidade maxima préxima a 10%), conforme demadst pela Figura 4.7. Este
estudo demonstra, portanto, que tanto os sisteptasataliticos como os sistemas
fotoliticos ndo geram subprodutos com potencidbdeidade maior que do IBP frente

aos organismoArtemia salina
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Figura 4.7- Porcentagem de mortalidade para os testes dexeéxdade de IBP com
Artemia salingpara os sistemas: (a) UV-C/Tidb) UV-C, (c) UV-A/TIO,, (d) UV-Ae

(e) hidrdlise.
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4.2.2 Bezafibrato
4.2.2.1 Identificacdo dos subprodutos: propostaicha rota de degradacao.

Como observado na secao 4.1, apesar dos sistentegdelacido apresentarem
altas taxas de remocéo (94,9%, 93,8% e 90,6% passstemas UV-C/Tie) UV-C, e
UV-A/TIO,, respectivamente), com tempos de meia vida rela@nte baixos (por
volta de 30 minutos), apenas os sistemas UV-G/T@OUV-C foram capazes de
degradar totalmente uma porcentagem da concentrenpéial de BZF (taxa de
mineralizacao de 54,6% e 16,2%, respectivamente).

Para a deteccéo e identificacdo dos possiveis@lips formados, as aliquotas
coletadas durante os processos de degradacaol@, B, 30, 60 e 120 minutos) foram
analisadas por insercdo direta via ionizacdo plactrospray e deteccdo por
espectrometria de massas de alta resolucdo (ESISJREbnforme metodologia
descrita na secdo 3.2.1 (Método 1). Através destakses foram obtidos os respectivos
espectros de massas referentes a cada aliquotadegleanto no modo positivo como
no modo negativo de ionizacdo. Por exemplo, oscagizede massas obtidos para
aliquotas coletadas no sistema UV-C/i@o modo negativo de ionizagdo sao
apresentadas na Figura 4.8.

Observa-se que da mesma forma com que a intengielatiga do ion referente
ao farmaco BZF [(M-H)= 360] decresce, novos ions que ndo foram detstdna
solucéo inicial de BZF (0 minutos) vao surgindo aecorrer dos experimentos de
degradacéo. Um estudo detalhado destes espectnogsdas permitiu a identificagéo de
11 subprodutoslf11) decorrentes da fotodegradagéo de BZF, todos i megativo
de ionizacdo. Nao foi possivel a identificacdo @mhum subproduto através dos

espectros de massas adquiridos no modo positiland®acao.
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Figura 4.8 Espectros ESI-MS no modo negativo obtidos dapiatas da degradacéo
de BZF por UV-C/TiQ, nos tempos de 0, 30, 60 e 120 minutos de reacao.

Os dados de ESI-HRMS permitiram a proposta de flasnmoleculares para
todos o0s subprodutosl-(1) com um erro maximo de 9 ppm entre as massas
experimentais e teoricas das espécies deprotonealaf®rme descrito na Tabela 4.7.
Todos estes subprodutos foram detectados, pelo shemo uma das aliquotas do
processo fotocatalitico (UV-C/Ti UV-A/TiO,) ou fotolitico (UV-C).
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Tabela 4.7 Férmula molecular do BZF e seus subprodutos deadacéo (calculados
através dos dados de ESI-HRMS).

Formula Massa (M-H)" (M-H)" Erro )
Composto Molecular DBE
Molecular M Teorica | Experimental | (ppm)

BZF CigH20NO4Cl | 361,1081 | 360,1003 360,1003 0,00 10
1 CioH20NOsCI | 377,1030 | 376,0952 372,0946 1,60 10
2 CisH14aNOCI | 275,0713 | 274,0635 274,0631 -1,46 9
3 CisH1aNOsCI | 291,0662 | 290,0584 290,0588 1,38 9
4 CisHisNO3 | 257,1052| 256,0974 256,0980 2,34 9
5 CisHisNO4 | 273,1001| 272,0923 272,0929 2,21 9
6 CioH12NOSCI | 253,0506 | 252,0431 252,0427 1,59 7
7 CisHisNOs | 289,0950 | 288,0872 288,0873 0,3b 9
8 CioH10NOsCl | 227,0349 | 226,0271 226,0275 1,77 6
9 CoH10NOLCI | 231,0298| 230,0220 230,0231 4,78 5
10 CGHsNO.CI | 171.0087 | 170.0009 170.0008 -0,59 5
11 GHgO3 104,0473| 103,0395% 103,0386 -8,73 1

'massa molecular calculada pelo software LCMS-Sumisti

“Double Bond Equivalence (equivaléncia de duplasciigs)

Através do auxilio do parametro DBE foi possivetaacterizacdo estrutural

proposta para cada um dos intermediarios. A forneskautural de quase todos os
subprodutos identificado4-10) esta apresentada na Tabela 4.8. O subprddupode

apresentar varios isébmeros, desta forma, optowsadn propor uma Unica férmula

estrutural. Além disso, para a confirmacdo dasiesfrs quimicas propostas para cada

subproduto, levou-se também em consideracédo ailmaigio isotOpica caracteristica

para o atomo de clord°Cl / *’Cl) presente ou ndo nos subprodutos propostosoeoaf

exemplo apresentado na Figura 4.9 (espectro deamasterente aos subprodute

4).
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Figura 4.9- Espectros de massas medidos (azul) e teéricosnélleo), para 0s
subproduto$ (a) e4 (b).

Os espectros de massas em azul representam osdididios através da analise
de uma aliquota recolhida nos experimentos de dagé®, enquanto que 0S espectros
de massas em vermelho representam os dados comgardd software Formula
Predictor (Shimadzu Corp.). Nota-se que os espediEanassas medido (azul) e teérico
(vermelho), sdo semelhantes tanto para o subpr@g@anto para o subprodudo No
espectro de massas do subprodBoé nitida a contribuicdo isotopica de
aproximadamente 1/3 em virtude da presenca de omoatle*’Cl para o fon den/z

276,0615 em relacdo ao ion ne¥z 274,0631. Ja para o subproddtondo € possivel
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observar a mesma relagao isotopica, uma vez quexistem atomos de cloro presentes

em sua estrutura quimica.

Tabela 4.8 Estruturas quimicas propostas para os subprodetdegradacéo do BZF.

Subprodutos Estrutura Quimica Subprodutos Estrutura Quimica
1 /@Jka/\/@inﬂm 6 /O)}\H/\MOH
2 @0 7 D)k“@
o / OH
Cl
o] — o 0
3 /(D)‘\u/\/<\;_|4>im-I 8 ”/\)kOH
Cl o a
[o] o
OH OH
4 i 9 N
) /O)J\ P /< > /©)kH/\£
Cl
(o]
0 _ HO\ N
5 o OH Cl /
11 C4HgO;5

Depois que os subprodutos foram identificados acterizados (Tabela 4.8), foi

possivel o monitoramento da evolucdo de cada sdbfwrdl-11) durante 0os processos
de degradacdo, através dos cromatogramas obtidosamdises por HPLC-HRMS
(Método 2). Por exemplo, a Figura 4.10 apresentanamatograma no modeull Scan

e um cromatograma de ions extraidos (Ea/rz360,1003, 256,0980 e 230,0231, para

BZF e os subproduto$e 9, respectivamente) para uma aliquota coletadampdeale

120 minutos para o sistema UV-C.
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Figura 4.10- Cromatograma erfiull Scane EIC (/z360,1003, 256,0980 e 230,0231,
para BZF e os subprodutds 9, respectivamente) para uma aliquota coletadampade

de 120 minutos para o sistema UV-C.

Da mesma forma como apresentado neste exempladFgl0), foram obtidos
cromatogramas de ions extraidos para todos osaluips {-11) a partir de cada uma
das aliquotas coletadas nos sistemas de degradacao.

Esses dados cromatogréaficos (areas dos picos agrafitos) foram analisados
e, dessa forma, foi possivel a construcdo de gmafita area relativa para cada
subproduto 1-11) em funcao do tempo de reacdo. Para facilitasaalizacdo, somente
seis subproduto2( 5, 7, 8, 10 e 11) foram selecionados para a construgdo destes
graficos (Figura 4.11).

Para o sistema UV-C/TiO(Figura 4.10a), os subprodutd 8, 10 e 11
permaneceram em solucdo apd6s os 120 minutos desie&pp porém, apenas 0O
subproduto11 aparece em concentragdo mais alta, os demais fonsase que
completamente degradados. No entanto, um compantardestinto foi observado para
o sistema UV-C (Figura 4.11b), depois de um tempoegposicdo idéntico (120
minutos): com excecdo do subprod@tadodos os outros permaneceram em solucao e,
além disso, os subprodutds8, 10 e 11 alcangcaram as suas areas relativas maximas.
Para o sistema UV-A/TigFigura 4.11c), apenas 5 subprodutos foram pexeapt@,
3,7,8e1ll)e permaneceram até o final de 120 minutos de dagéa. Estes resultados
corroboram com os resultados das analises de C@beld 4.4), pois, apesar deste
sistema apresentar alta taxa de remocao (90,6%)fon@bservado nenhuma taxa de
mineralizacdo. No sistema fotolitico UV-A ndo fdiservada a formacdo de nenhum
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subproduto, consistente com os resultados apresentza Tabela 4.1, onde nao foi

possivel observar nenhuma taxa de remocgéo.
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Figura 4.11- Grafico da porcentagem relativa de aregXpPpara os subprodutos de de
BZF (2,5, 7, 8, 10 e 11) em funcao do tempo de degradacéo para os sistémasV-
CITiOg, (b) UV-C e (c) UV-AITIQ. A; e Arefere-se as areas dos picos cromatograficos,
onde, A representa a maior areaead areas nos demais tempos de reacdo para cada

subproduto.

Através dos subprodutos caracterizados e aprelenten Tabela 4.8, propos-se
uma rota geral para a fotodegradacédo de BZF (Fiya®) por fotocatélise heterogénea
(UV-C/TiO, e UV-A/TIO,) e fotdlise (UV-C), uma vez que, a maioria dospsalutos
foram identificados em ambos os procedimentosidimente, deduz-se que a molécula
de BZF (GgH20NO4CI) pode sofrer reacdes de hidroxilagdo no anehatico formando
subprodutos mono-hidroxilados. Existem duas pdgiaies: a primeira seria uma
hidroxilagdo no anel 4-cloro-benzoil e a segunda tndroxilagédo no anel do radical
fendxi, formando os subprodutds e 1b (CigH20NOsCI), respectivamente. A partir
destes dois compostosa(e 1b), possivelmente podera ocorrer a perda do acidd met
propibnico, dando origem aos subprodut®ds(CisHisaNO.Cl) e 4 (CisHisNOg),
respectivamente. Em seguida, reacbes de hidrogilag®% anéis aromaticos dos

compostos2 e 4 poderdo dar origem aos subprodut®s(CisHi4/NOsCl) e 5
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(C1sH1sNO,), respectivamente. Tais produtos, consequentemelat&io origem ao
subprodutd? (CisH1sNOs). O subprodut® (C;,H1,NOsCl) pode ser formado através de
sucessivos ataques de radicais hidroxila levandbetura do anel aromatico. Em
sequéncia, a cadeia lateral aciclica do compbptudera sofrer oxidagcao pelo ataque de
radicais hidroxila, dando origem aos subprod@@€;o,H10NO3Cl), 9 (CoH10NO4CI) e

10 (C/HgNO.CI). Por dltimo, os subprodutos e 10, apds sucessivas reagbes de
hidroxilagdo, poderdo sofrer a abertura dos seudsaaromaticos originando o
subprodutoll (C4HgO3) que, nas condi¢cdes oxidativas a que esta submetidie ser
mineralizado.

Vale ressaltar, que a posicao correta dos grupdr®xiia, principalmente na
estrutura quimica de alguns subprodutds 4, 3, 4, 5, 7, e 10), ndo pode ser
conclusivamente estabelecida através dos dadofRktSHe as informacdes fornecidas
pelos perfis de fragmentacdo (ndo apresentadabgtamao foram Gteis, uma vez que
pode-se observar somente a perda de moléculas uke &pr uma questdo de
simplicidade, apenas um dentre os varios isbmeossiyelmente formados nestas
condicOes é representado na Figura 4.12.

Alguns destes intermediarios (ou um dos seus iggsngosicionais) ja foram
previamente relatados. Por exemplo, Lambropoul@laboradores [17] estudaram a
degradacédo fotocatalitica com a utilizacdo do isat@br TiQ e relataram a formacao
dos subproduto$, 2 e 8. Dantas e colaboradores [18] investigaram a ofidlale BZF

em solucéo aquosa utilizando 0z6nio e relatarapnnagcao do subprodu®
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Figura 4.12- Rota de degradacédo proposta para BZF por fotsmtéeterogénea (UV-
CITiO,e UV-A/TIO,) e fotolise (UV-C).

4.2.2.2 Testes de Ecotoxicidade com Artemia salana BZF.

Os testes de toxicidade foram realizados com etiobj de avaliar e prever os
efeitos tdxicos no ambiente aquatico dos compogtas foram gerados a partir da
degradacdo oxidativa do BZF. Assim, realizaram-sdegtes em todas as aliquotas
coletadas durante os ensaios de degradacao (@, 3,51 30, 60 e 120 minutos) e
avaliou-se a taxa de mortalidade do organismo autic Foi realizado também um
teste controle somente com a solugdo salina de&gxl@ nédo foi observada nenhuma
taxa de mortalidade.

Como ja discutido anteriormente, para o teste idedlise do BZF néo foi
observado nenhum tipo degradacéo e, diante da®si®ém nado foi observada nenhuma
taxa de mortalidade ap6s 120 minutos de experimento

Para os testes envolvendo radiacdo do tipo UVgds a término de 120
minutos de degradacdo observou-se um aumento dedeme (cerca de 80% de
mortalidade) para as amostras submetidas ao pmdedstocatalise heterogénea (UV-
C/TiOy). Ja nos testes envolvendo fotdlise ndo foi pessikservar diferenca entre a
toxicidade das solucdes final e inicial, conformemdnstrado nas Figuras 4.13a e
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4.13b, respectivamente. Estes resultados indicaenagesar de haver maior taxa de
mineralizacdo no processo de fotocatalise heteezg€bV-C/TiQ) em relagcdo aos
processos de fotélise (UV-C), os intermediariosigégntes ao final de 120 minutos de
exposicado mostram ser mais toxicos que o proprie.BZ

Para os testes envolvendo radiacdo do tipo UV-Asap término de 120
minutos de degradacdo também se observou umaoaitadade (cerca de 60% de
mortalidade) para as amostras submetidas ao pmdedstocatalise heterogénea (UV-
A/TIO,). Ja nos testes envolvendo fotélise, ndo € pdasiaequalquer conclusdo com
relacdo a avaliacdo da toxicidade, pois os resdtathtidos para as solugcdes coletadas
no inicio e no final dos procedimentos sdo eskedistente iguais, conforme

demonstrado nas Figuras 4.13c e 4.13d, respectntame
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Figura 4.13 Porcentagem de mortalidade para os testes dexexdade de BZF com
Artemia salingpara os sistemas: (a) UV-C/Tidb) UV-C, (c) UV-A/TIG; e (d) UV-A.

4.2.3 Diclofenaco
4.2.3.1 Identificacdo dos subprodutos: propostaicha rota de degradacao.

Como observado na secdo 4.1, os sistemas de de@padpresentaram altas
taxas de remocéo (100%, 100% e 77,5%) de DCF gassi@mas UV-C/Tig) UV-C e
UV-A/TIO,, respectivamente. Para os sistemas UV-G/TeOUV-C notou-se que a
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remocé&o de DCF ocorre de forma rapida<{t2 minutos). Porém, mesmo com essa alta
velocidade de remocéo, a degradacdo completa dedd@¥e apenas para 0s sistemas
com utilizacao da radiagcado UV-C e com taxas de raiizacdo de apenas 32,2% e 9,4%
(sistemas UV-C/TiQe UV-C, respectivamente).

Para a deteccéo e identificacdo dos possiveis @iinos formados, as aliquotas
coletadas durante os processos de degradacaol@, B, 30, 60 e 120 minutos) foram
analisadas por insercdo direta via ionizagcdo plactrospray e deteccdo por
espectrometria de massas de alta resolucdo (ESISJREbnforme metodologia
descrita na secéo 3.2.1 (Método 1). Atraves destabses foi possivel a obtencédo dos
espectros de massas referentes a cada aliquotadegléanto no modo positivo como
no modo negativo de ionizagédo. Por exemplo, oscégizede massas obtidos a partir
das aliquotas recolhidas no sistema UV-CAJi@ modo negativo de ionizacdo, séo
apresentadas na Figura 4.14.

Observa-se que da mesma forma com que a intengielatiga do ion referente
ao farmaco DCF [(M-H)= 294] decresce, novos ions que ndo foram detsténa
solucéo inicial de DCF véo surgindo ao longo dacesso de degradacdo. Um estudo
detalhado destes espectros de massas permitilnt#icdgdo de 7 subprodutod-7)
decorrentes da fotodegradacao de DCF, todos no megkativo de ionizagdo. Nao foi
possivel a identificacdo de nenhum subproduto étrados espectros de massas

adquiridos no modo positivo de ionizacao.
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Figura 4.14 Espectros ESI-MS no modo negativo de ionizacdaab das aliquotas
da degradacgéo de DCF por UV-C/Ej@os tempos de 0, 5, 15 e 120 minutos de reagéo.

Os dados de ESI-HRMS permitiram a proposta de flasnmoleculares para
todos o0s subprodutosl-f) com um erro maximo de 10 ppmntre as massas
experimentais e teoricas das espécies deprotonealaf®rme descrito na Tabela 4.9.
Todos estes subprodutos foram detectados, pelo shemo uma das aliquotas do
processo fotocatalitico (UV-C/Ti UV-A/TiO,) ou fotolitico (UV-C).
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Tabela 4.9 Férmula molecular do DCF e seus subprodutos deadacéo (calculados
através dos dados de ESI-HRMS).

Massa
Formula (M-H)~ (M-H)~ Erro )
Composto Molecular . . DBE
Molecular M Teodrica | Experimental | (ppm)

DCF GisH11CILNO, | 295,0167 | 294,0089 294,0084 -1,70
1 Ci4H11CIbNOs | 311,0116| 310,0038 310,0052 4,5p 9
2 Ci4H10CINO, | 259,0400| 258,0322 258,0319 -1,16 10
3 CiaH1aINOz | 241,0739| 240,0661 240,0671 4,17 10
4 Ci14HgNO4 255,0532| 254,0453 254.0448 -1,97 11
5 Ci2H9NO3 215,0582 | 214,0504 214,0483 -9,81 9
6 Ci4H13NOyp | 355,0539| 354,0461 354,0440 -5,93
7 CisH1aNOg | 327,0590| 326,0512 326,0491 -6,44 8

'massa molecular calculada pelo software LCMS-Sumisti

“Double Bond Equivalence (equivaléncia de duplaachgs)

Através do auxilio do parametro DBE, foi possivetaaacterizagdo estrutural

proposta para cada um dos intermediarios. A férrasieutural de todos os subprodutos

identificados {-7) esta apresentada na Tabela 4.10.
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Tabela 4.10 Estruturas quimicas propostas para os subprodigodegradacdo do

DCF.
Subprodutos Estrutura Quimica Subprodutos Estrutura Quimica
OH
Cl (@]
1a (/K[ﬁ 4
HO—/—
N Cl
OH
OH
Cl (0] H
1b 1 5 "
AN HO
——OH
Cl /
OH
(HO),
Cl 0 @\ OH OH 0
2 “ 6 YYY
‘ O 0 0 0 OH
OH
(HO),
o @\ OH OH 0
3 A ’ YT
HO—— | 0 0 0
x

Depois de identificados e caracterizados os sulbpoedl-7, Tabela 4.10), foi

possivel o monitoramento da evolucdo de cada umsddlirante os processos de

degradacéo, através dos cromatogramas obtidosaksea por HPLC-HRMS (Método
2). Por exemplo, a Figura 4.15 apresenta um cragreatta no modd-ull Scane um
cromatograma de ions extraidos (EI@)Z294,0086, 258,0322 e 240,0661, para DCF e

0s subproduto® e 3, respectivamente) para uma aliquota coletada mpdede 30

minutos para o sistema UV-C.
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Figura 4.15 Cromatograma erfiull Scane EIC (/z294,0086, 258,0322 e 240,0661,
para DCF e os subprodut®® 3, respectivamente) para uma aliquota coletadampade

de 30 minutos para o sistema UV-C.

Da mesma forma como apresentado neste exempladFHglb), foram obtidos
cromatogramas de ions extraidos para todos osaiuips {-7) a partir de cada uma
das aliquotas coletadas nos sistemas de degradacao.

Esses dados cromatograficos (areas dos picos) fanatisados e, dessa forma,
foi possivel a construcdo de graficos da areaivalgtara cada subprodut@-7) em
funcdo do tempo de reacao (Figura 4.16).

Para o sistema UV-C/T¥(Figura 4.16a) nota-se que todos os subprodutos
foram degradados apds 30 minutos de reacao, oacgparem concentracdes abaixo do
limite de deteccdo do método. O mesmo comportanfentabservado para o sistema
UV-C (Figura 4.16b), com excecado do subproddtgue permaneceu no sistema,
mesmo apos os 120 minutos de degradacgdo. Porladtrppara o sistema UV-A/THO
(Figura 4.16c), observou-se somente a formacaaidpredutol apés 120 minutos de
degradacéo, sugerindo que a remocao de DCF posistgena (UV-A/TIQ) pode ser
exclusivamente pela sua conversao neste subpratfufzara o sistema fotolitico UV-A
nao foi observada a formacdo de nenhum subprodotwistente com os resultados
apresentados na Tabela 4.1, onde néo foi obsenaadauma taxa de remocao. Apesar
dos resultados de COT apresentarem taxas pareiamsreralizacdo para o DCF, com o
maximo de 52,2 % para o sistema UV-C/7i@ao foi possivel observar subprodutos
persistentes apdés 120 minutos de degradagcdo. Hswmdtados indicam que
possivelmente outros subprodutos possam estar gmrddos, os quais, devido suas
propriedades intrinsecas ou mesmo suas baixas rtomp@es, ndo puderam ser

detectados.
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Figura 4.16- Grafico da porcentagem relativa de aregAPpara os subprodutos de de
DCF (1-7) em funcédo do tempo de degradacdo para os sistéa)asV-C/TiO,, (b)

UV-C e (c) UV-AITIO,. A; e Arefere-se as areas dos picos cromatograficos, dnde,
representa a maior area @ As &areas nos demais tempos de reacdo para cada

subproduto.

Através dos subprodutos caracterizados e apressntedTabela 4.10, prop6s-
se uma rota geral para a fotodegradacdo de DCRuréFig.17) por fotocatalise
heterogénea (UV-C/Tige UV-A/TIO,) e fotblise (UV-C), uma vez que, a maioria dos
subprodutos foram identificados em ambos os prooauatios Inicialmente, deduz-se
gue a molécula de DCF {§::CI,NO,) pode sofrer ataques de radical hidroxila em
diferentes posicBes nos dois anéis aromaticos rmiessena sua estrutura, formando
subprodutos mono-hidroxilados, como os subprodutas 1b (Ci4H1:CIbNOs). A
formacdo destes produtos hidroxilados foi detecemlaoutros processos oxidativos
avancados, como fotdlise, sondlise e a ozonizat8e22]. Outra rota alternativa de
degradacdo € sugerida através da fotociclizacaD@® através da perda de cloro e
hidrogénio, dando origem ao subprodBt(€;4H10CINO,). Alguns estudos de fotolise e
fotocatalise, também confirmaram esse tipo de ceatf@avés de estudos de degradacao

de DCF [23,24].
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Através dos subprodutod e 2 segue-se a formacdo do subprodio
(C14H11NO3), seja pela fotociclizacdo com a perda de hidrimgéncloro através do
subprodutdl, ou devido a reacao de hidroxilagédo sofrida pelpsoduto? [23,24]. Em
seguida, reacdes de hidroxilacdo no comp8gioderdo dar origem aos subprodutos
(C14HgNO4) e 5 (Ci2HgNOs), os quais, através de ataques sucessivos deaigadic
hidroxila, originardo compostos mais hidroxiladdesyando a abertura do anel
aromético e formando os subprodu@g&C;4H13NO;0) e 7 (C13H13NOg). Por ultimo, os
subproduto$, 6 e 7, ap0s sofrer sucessivas reacdes de hidroxilagéim abertura dos
seus anéis aromaticos, que, nas condi¢cdes oxidaivpe estdo submetidos, poderéo
ser mineralizados.

Vale ressaltar que a posicado correta dos gruposoxiia nos subprodutos
propostos ndo pode ser conclusivamente estabelatmss dos dados de HRMS e as
informacdes fornecidas pelos perfis de fragmentggao apresentadas) também nao
foram Gteis, uma vez que observou-se somente a plerdnoléculas de agua. Por uma
qguestao de simplicidade, apenas um dentre os viddiogeros possivelmente formados

nestas condicfes séo representados na Figura 4.17.
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Figura 4.17- Rota de degradacé&o proposta para DCF por folesatéeterogénea (UV-
CITiOz e UV-A/ITIO,) e fotdlise (UV-C).
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4.2.3.2 Testes de Ecotoxicidade com Artemia salama DCF.

Os testes de toxicidade foram realizados com catiebjele avaliar e prever os
efeitos tdxicos no ambiente aquatico dos compogtas foram gerados a partir da
degradacdo oxidativa do DCF. Assim, realizaramsdestes em todas as aliquotas
coletadas durante os ensaios de degradacao (@, 3,51 30, 60 e 120 minutos) e
avaliou-se a taxa de mortalidade do organismo autic Foi realizado também um
teste controle somente com a solucéo salina des&mxle ndao foi observada nenhuma
taxa de mortalidade.

Nos experimentos de hidrolise do DCF ndo houveragfio na taxa de
mortalidade, comparando a solucéo inicial no temdpareacdo de 0 minutos com a
solucao final no tempo de 120 minutos (Figura 4,18eue é condizente com os dados
de degradacéo, pois, ndo foi possivel observarumeahiaxa de remocgéo para o DCF.

Para os testes envolvendo radiacdo do tipo UVgds a término de 120
minutos de degradacdo observou-se um aumento dedeme (cerca de 20% de
mortalidade) para as amostras submetidas ao pooassotocatélise heterogénea
(Figura 4.18a). Nos testes envolvendo fotélise (FEigt.18b) observou-se um aumento
menor no grau de toxicidade, cerca de 30%, no tetepbb minutos de reacao, porém,
apos os 120 minutos de reacdo, o grau de toxicidpdesentou ser estatisticamente
igual a toxicidade observada na solucao iniciakeBsdados indicam que, apesar dos
experimentos de fotocatalise heterogénea (UV-GJTi@presentarem as maiores
eficiéncia de remocgéo e mineralizacdo, os subposdueersistentes apos os 120 minutos
de experimento utilizando apresentam-se pouco tagisos que o proprio DCF frente
aos microorganismo&rtemia salina

J& para os testes envolvendo radiacdo do tipo UWsAresultados foram um
pouco diferentes: tanto nos testes envolvendo ecdtdlise heterogénea, como a
fotdlise, ndo observou-se nenhum aumento de t@deidentre as solucbes final e

inicial, conforme demonstrado nas Figuras 4.18d 8d} respectivamente.
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Figura 4.18 Porcentagem de mortalidade para os testes dexeadade do DCF com
Artemia salingpara os sistemas: (a) UV-C/Tidb) UV-C, (c) UV-A/TIO,, (d) UV-A e

(e) hidrdlise.
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4.2.4 Sulfametoxazol
4.2.4.1 Identificacdo dos subprodutos: propostaicha rota de degradacao.

Como observado na secdo 4.1, os sistemas de de@padpresentaram altas
taxas de remocao: 100%, 100% e 66,3% para os sisteid-C/TiQ, UV-C, e UV-
A/TIO,, respectivamente. Apesar dos sistemas UV-G/EQV-C apresentarem alta
velocidade de remocao da SMX& 2 minutos), a taxa de mineralizacao é incompleta
(51% e 25%, respectivamente), mesmo apés os l12Qtasinsubmetidos aos
procedimentos de degradacao.

Para a deteccéo e identificacdo dos possiveis@lips formados, as aliquotas
coletadas durante os processos de degradacaol@, B, 30, 60 e 120 minutos) foram
analisadas por insercdo direta via ionizacdo plactrospray e deteccdo por
espectrometria de massas de alta resolucdo (ESISJREbnforme metodologia
descrita na secédo 3.2.1 (Método 1). Através destakses foram obtidos os respectivos
espectros de massas referentes a cada aliquotadegleanto no modo positivo como
no modo negativo de ionizacdo. Por exemplo, oscégsede massas obtidos a partir de
aliquotas recolhidas do sistema UV-C/Tiho modo negativo de ionizacdo, sao
apresentadas na Figura 4.19.

Observa-se que da mesma forma com que a intengieladiga do ion referente
ao farmaco SMX [(M-H)= 252] decresce, novos ions que nao foram detsstéa
solucéao inicial de SMX (0 minutos) vao surgindo decorrer do processo de
degradacéo. Um estudo detalhado destes espectnogsdas permitiu a identificagéo de
9 subprodutosl(-9) decorrentes da fotodegradacao de SMX, todos mmegativo de
ionizacdo. Nao foi possivel a identificacdo de memisubproduto através dos espectros

de massas adquiridos no modo positivo de ionizagao.
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Figura 4.19 Espectros ESI-MS no modo negativo de ionizacdaob das aliquotas
da degradagdo do SMX por BOV-C, nos tempos de 0, 5, 15 e 120 minutos de

reacao.

Os dados de ESI-HRMS permitiram a proposta de flasnmoleculares para
todos os subprodutod-0) com um erro maximo menor que 8 ppm entre as rsassa
experimentais e teoricas das espécies deprotonamiE#srme descritos na Tabela 4.11.
Todos estes subprodutos foram detectados, pelo shemo uma das aliquotas do
processo fotocatalitico (UV-C/TiO2 e UV-A/TiO2) éatolitico (UV-C).
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Tabela 4.1% Formula molecular do SMX e seus subprodutos dgradecao
(calculados através dos dados de ESI-HRMS).

Formula Massa (M-H)" (M-H)" Erro )
Composto Molecular DBE
Molecular M Teorica | Experimental | (ppm)

SMX CioH11N3OsS | 253,0521 | 252,0441 252,0446 1,19 7,0
1 CioH11N304S | 269,0470 | 268,0392 268,0401 3,36 7,0
2 CioH9N3O,S | 267,0314| 266,023 266,0242 2,26 8,0
3 GsHoN3O4,S | 243,0314| 242,0236 242,0225 -4,55 6,0
4 C/H/N3O,S | 197,0259| 196,0181 196,0175 -3,06 6,0
5 GH/NOsS | 173,0147| 172,0068 172,0077 5,23 4,0
6 GH/NO,S | 189,0096| 188,0018 188,0022 2,13 4,0
7 GHsNO,S | 186,9939| 185,9861 185,9854 -3,716 50
8 GHsNOsS | 202,9888| 201,9810 201,9816 2,97 50
9 H,SOy 97,9474 96,9596 96,9603 7,22 0,0

"massa molecular calculada pelo software LCMS-Smiati

“Double Bond Equivalence (equivaléncia de duplaachgs)

Através do auxilio do parametro DBE foi possivetaacterizacdo estrutural
proposta para cada um dos intermediarios. As f@asdstruturais de todos os

subprodutos1(-9) identificados estdo apresentadas na Tabela 4.12.

Tabela 4 12 Estruturas quimicas propostas para os subprodetdegradacao SMX.

Subprodutos Estrutura Quimica Subprodutos | Estrutura Quimica

(0]
I < > |

]_a 4@—ﬁ —</k 5 H,N |S|—OH
(6] (6]
au =T

e Uan y o | T
(0] (0]

77



Capitulo 4 Estudos de Degcélade Farmacos e Disruptores Endécrinos

Depois que os subprodutos foram identificados actarizados (Tabela 4.11),
foi possivel o monitoramento da evolugdo de cadadahas durante os processos de
degradacgdo por analises por HPLC-HRMS (Método ). éxemplo, a Figura 4.20
apresenta um cromatograma €mll Scane um cromatograma de ions extraidogz(
252,0448, 266,0236 e 172,0068 para SMX e os subfwe@ e 5, respectivamente)
gerados a partir da analise de uma aliquota caeletadtempo de 5 minutos para o
sistema UV-C.

(x1,000,000)
50 Full Scan
2.5
O‘.O‘ - ‘2‘.5‘ o ‘5‘.0‘ - ‘7‘.5‘ o ‘1(‘).0‘ - ‘12‘.5‘
7x100,000)
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1
] /“\\ 25
1 >
o.(};ﬁ\”
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5

Figura 4.20- Cromatograma erkull Scane EIC (n/z252,0448, 266,0236 e 172,0068
para SMX e os subprodutd&e 5, respectivamente) para uma aliquota coletada no
tempo de 5 minutos para o sistema UV-C.

Da mesma forma como apresentado neste exemplo ré&Figu20),
cromatogramas de ions extraidos (para os subpdip foram obtidos para cada
uma das aliquotas coletadas a partir dos quattensgs de degradacao investigados.
Esses dados cromatograficos (areas dos picos @graftos) foram analisados e,
dessa forma, foi possivel a construgdo de grafieoarea relativa de cada subproduto
(1-9) em funcéo do tempo de reacédo (Figura 4.21).

Para o sistema UV-C/TiO (Figura 4.21a) quase todos o0s subprodutos
identificados {-9) atingiram sua concentracdo maxima relativa atémlutos de
experimento e praticamente todos foram degradadé&s6@ minutos; apenas o0s
subprodutos/ e 9 foram persistentes apds os 120 minutos de dediaddé para o
sistema UV-C (Figura 4.21b), nota-se um comportamtmalmente distinto: apenas os

subprodutod, 2 e 3 foram completamente degradados até 60 minutogrisento,
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enquanto que todos os outros subproduded) (permaneceram em solugcéo apés 120
minutos. Nos sistemas onde se utilizou a radiacAGAU apenas no processo
envolvendo a fotocatalise heterogénea (UV-ALTiElgura 4.21c) foi possivel observar
a formacdo de subprodutos de degradacdo. No sistetolitico UV-A, nao foi
observado a formacdo de nenhum subproduto, cams&stm os resultados de
degradacéo descritos na Tabela 4.1. PGde-se notsistema UV-A/TIQ, que alguns
dos subprodutos identificado3 € 6) atingiram sua concentragdo maxima no tempo de
30 minutos, enquanto que outros subproduto®,(4 e 5) identificados atingiram sua
concentracdo maxima no final dos experimentos (@2Qitos). Com relagédo aos outros
subprodutosq, 8 e 9), os mesmos nao puderam ser detectados. Essésdesusao
coerentes com 0s apresentados na secao 4.1, anmajae apesar dos sistemas menos
energéticos (radiacdo UV-A) apresentarem altasstad@ remocdo, a cinética de

degradacédo dos subprodutos que sao gerados nostetmexperimento € mais lenta.
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Figura 4.21- Gréafico da porcentagem relativa de aregdXApara os subprodutos de
SMX (1, 3, 4,5, 7 €9) em funcdo do tempo de degradacao para os sistémadsV-
CITiO,, (b) UV-C e (c) UV-ATIQ. A; e Arefere-se as areas dos picos cromatograficos,
onde, A representa a maior areaeaé areas nos demais tempos de reacdo para cada

subproduto.
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Através dos subprodutos caracterizados e aprelsntea Tabela 4.12, prop0s-
se uma rota geral para a fotodegradacdo de SMXurgig.22) por fotocatélise
heterogénea (UV-C/Tige UV-A/TIO,) e fotblise (UV-C), uma vez que, a maioria dos
subprodutos foram identificados em ambos os proweatios. Inicialmente, é proposto
gue a molécula de SMX (gH11N303S) pode sofrer reacdes de hidroxilacdo tanto no
anel aromatico como também no anel isoxazol, fodnanos subprodutos mono-
hidroxilados 1a e 1b (CioH11N30,4S), respectivamente. O subprodu?o(quinona,
C10HoN3O4S) pode ser formado pela oxidacdo do subprodioenquanto que a
formacao dos subprodut@s(CgHoN30,S) e 4 (C;H;N3O,S) pode ocorrer a partir de
ataques de radicais hidroxilas no anel isoxa2ok (@abertura do mesmo. Em sequéncia,
0 subproduto5 (CsH7/NOsS) pode ser formado por ataque de radicais hidroxd
ligacdo nitrogénio-enxofre (S-N) dos subproduBos 4. A formacédo do produto de
degradacad (CsH/NO,S) pode se dar por meio de duas rotas distintesvést da
hidroxilacdo do anel aromético do subprodbitou por ataque de radicais hidroxila na
ligacdo nitrogénio-enxofre (S-N) do subprodlito Na sequéncia, o subprod@ode
sofrer oxidacdo dando origem aos subproditq€sHsNO,S) e 8 (CsHsNOsS). Os
sucessivos ataques de radicais hidroxilas nos an@msaticos do subprodu&podera
gerar o subprodut® (&cido sulfarico, HSQO,) e outras pequenas moléculas, como
dioxido de carbono e agua (mineralizacao).
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Figura 4.22- Rota de degradacéao proposta para SMX por fotieatéeterogénea (UV-
C/TiO,e UV-A/TIO,) e fotolise (UV-C).

Alguns destes intermediarios (ou um dos seus iggsngosicionais) ja foram
previamente relatados. Por exemplo, o subprotifteonohidroxilacdo do SMX) ja foi
observado tanto em estudos de degradacéo envolpeockessos fotocataliticos [25-27]
como também em processos de degradacdao utilizatalé-énton [28, 29]. Além disso,
Trovo e colaboradores [27] também relataram a fodmalo subproduté através de

fotdlise.
4.2.4.2 Testes de Ecotoxicidade com Artemia salama SMX.

Os testes de toxicidade foram realizados com etiobj de avaliar e prever os
efeitos tdxicos, no ambiente aquatico, dos composasultantes da degradacao
oxidativa do SMX. Assim, realizaram-se o0s testes tedas as aliquotas coletadas
durante os ensaios de degradacéao (0, 5, 10, 16030120 minutos) e avaliou-se a taxa

de mortalidade do organismo indicador. Foi reatizadmbém um teste controle
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somente com a solucdo salina de eclosdo e naoblkerneda nenhuma taxa de
mortalidade.

A partir dos testes de toxicidade do experimentohikdlise, foi possivel
observar que a solucdo de SMX apresenta um baxo de toxicidade (< 5% de
mortalidade) frente ao microrganismaetemia salina(Figura 4.23e). Essa toxicidade
manteve-se constante para todas as aliquotas dadeteondizente com os dados de
degradacéo, onde nao foi constatada nenhuma pageentde remoc¢éo de SMX.

Para os testes envolvendo radiacdo do tipo UVyifs al20 minutos de
degradacédo, ndo observou-se aumento de toxicidadegs amostras submetidas ao
processo de fotocatélise heterogénea (Figura 4.28a)os testes envolvendo fotdlise
(Figura 4.23a), houve um leve aumento de toxicidatiegando proximo a 20% de
mortalidade ao final dos 120 minutos.

Para os testes envolvendo fotocatalise heterogéamaaadiacdo UV-A, apds o
término de 120 minutos de degradacédo, também sswalisum aumento na toxicidade
(cerca de 30% de mortalidade) para as amostrasesialais ao processo de fotocatalise
heterogénea (Figura 4.23c). Estes resultados mdgzee os intermediarios persistentes
ao final de 120 minutos de exposicdo para os pnoeedos de fotdlise com radiacéo
UV-C e fotocatalise com radiagdo UV-A, sdo maisdos que o proprio SMX. Estes
resultados sugerem, que, quanto menor a taxa deahracédo (UV-A/TIQ< UV-C <
UV-C/TiO,), ou seja, maior a quantidade de subprodutos stenseés ao final dos
procedimentos de degradacao, maior € o grau dedeaxe.

J& nos testes envolvendo fotolise direta com radiagv-A (Figura 4.23d) ndo
foi observado nenhum aumento na taxa de toxicidadedizente com a remocéo

inexistente de SMX nestas condic¢des.
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Figura 4.23 Porcentagem de mortalidade para os testes dexendade de SMX com
Artemia salinapara os sistemas: (a) UV-C/Tidb) UV-C, (c) UV-AITIO,, (d) UV-A e

(e) hidrélise.
4.2.5 Bisfenol A
4.2.5.1 Identificacdo dos subprodutos: propostaicha rota de degradacao.

Como observado na secéo 4.1, apesar dos sistentegid@lacao apresentarem
altas taxas de remocéo para o BPA (70,2%, 76,6%, &®para os sistemas UV-C,
UV-A/TiO, e UV-C/TIO,, respectivamente), este Ultimo sistema degradBBA com
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um tempo de meia vida menor que 22 minutos, sendmico capaz de causar a
mineralizacao deste substrato (taxa de 28%).

Para a deteccao e identificacdo dos possiveis @iinjos formados, as aliquotas
coletadas durante os processos de degradacaol(@, B, 30, 60 e 120 minutos) foram
analisadas por insercdo direta via ionizacdo plactrospray e deteccdo por
espectrometria de massas de alta resolucdo (ESISJREbnforme metodologia
descrita na secao 3.2.1 (Método 1). Através dessases foram obtidos os respectivos
espectros de massas referentes a cada aliquotadegleanto no modo positivo como
no modo negativo de ionizacdo. Por exemplo, oscgsede massas obtidos a partir de
aliquotas recolhidas do sistema UV-C/Ti@o modo negativo de ionizacdo sé&o
apresentados na Figura 4.24.

Observa-se que da mesma forma com que a intengielatiga do ion referente
ao farmaco BPA [(M-H)= 227] decresce, novos ions que ndo foram detstdna
solucdo inicial de BPA (coletada antes do inicie éaperimentos) vao surgindo no
transcorrer da reacdo. Um estudo detalhado desfescteos de massas permitiu a
identificacdo de 7 subproduto-7) decorrentes da fotodegradacédo de BPA, todos no
modo negativo de ionizacdo. Nao foi possivel atifleacdo de nenhum subproduto

através dos espectros de massas adquiridos noposilivo de ionizacao.
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Figura 4.24 Espectros ESI-MS no modo negativo obtidos dagiatas da degradacgéo
de BPA por TiQ/UV-C, nos tempos de 0, 30, 60 e 120 minutos dgaiea

Os dados de ESI-HRMS permitiram a proposta de dtasnmoleculares para
todos os subprodutosl-f) com um erro maximo de 4 ppm entre as massas
experimentais e tedricas para as espécies depdaimneonforme descrito na Tabela
4.13. Todos estes subprodutos foram detectadas npshos, em uma das aliquotas do
processo fotocatalitico (UV-C/Ti UV-A/TiO,) ou fotolitico (UV-C).
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Tabela 4.13 Férmula molecular do BPA e seus produtos de degéo (calculados
através dos dados de ESI-HRMS).

Massa
Formula (M-H)" (M-H)~ Erro )
Composto Molecular o . DBE
Molecular M Teorica | Experimental | (ppm)

BPA CisH1602 228,1150| 227,1072 227,1071 -0,44 8
1 CisH1603 244,1099 | 243,1021 243,1022 -0,41 8
2 CisH1604 260,1049| 259,0970 259,0963 -2,7 8
3 Ci5H1403 242,0943| 241,0865 241,0869 1,66 9
4 CoH1004 182,0579| 181,0501 181,0509 3,87 5
5 CoH1203 168,0786| 167,0708 167,0714 3,59 4
6 C/HgO4 156,0423 | 155,0344 155,0347 1,94 4
7 CsHgO4 142,0266 | 141,0188 141,0183 -3,55 4

'massa molecular calculada pelo software LCMS-Sumisti

“Double Bond Equivalence (equivaléncia de duplaachgs)

Através do auxilio do parametro DBE, foi possivetaaacterizacdo estrutural

proposta para cada um dos intermediarios. A forneskautural de quase todos os

subprodutos identificado4-6) esta apresentada na Tabela 4.14. Os subprod@@s

podem apresentar varios isbmeros, desta formauggor ndo propor uma unica

formula estrutural representativa.
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Tabela 4.14 Estruturas quimicas propostas para os subprodigodegradacdo do

BPA.
Subprodutos Estrutura Quimica Subprodutos | Estrutura Quimica
OH
OH oH
A CHEEE
HO OH
OH
OH
OH O
2 (JC © "
HO OH o
o 6 GH3Oy
3
HO 6}
7 CeHsO4

Em seguida realizou-se o monitoramento da evolugiocada subproduto

formado durante os processos de degradacédo por HIRMS. Por exemplo, a Figura

4.25 apresenta um cromatograma femii Scane um cromatograma de ions extraidos
(EIC) (m/z 227,1072, 243,1021 e 259,0970 para BPA e os sdbmel e 2,

respectivamente) gerados a partir da analise dealiopaota coletada no tempo de 60

minutos para o sistema UV-C/TiO
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Figura 4.25 Cromatograma erkull Scane EIC (n/z227,1072, 243,1021 e 259,0970
para BPA e os subprodutb® 2, respectivamente) para uma aliquota coletadampade

de 60 minutos para o sistema UV-C/ZiO

Da mesma forma como apresentado neste exemplo rdFigu25),
cromatogramas de ions extraidos (para os subpmodtitp foram obtidos para cada
uma das aliquotas coletadas a partir dos sistemategradacéo investigados. Esses
dados cromatograficos (areas dos picos) foramsauals sendo possivel a construcao
de graficos da area relativa de cada subprodu) ém funcdo do tempo de reacao
(Figura 4.26).

Para o sistema UV-C/TiO(Figura 4.26a) todos os subproduto$-7)
permaneceram em solugdo apdés os 120 minutos desiedpo(nota-se que 0s
subproduto$ e 6 atingiram a sua concentragdo maxima neste momeogntanto,
um comportamento distinto foi observado para esiat UV-C (Figura 4.26b): depois
de um tempo de exposi¢cdo idéntico (120 minutos)sudsprodutosl, 3, 5 6 e 7
alcancaram as suas concentragdes relativas maxnas subproduto? e 4 néo
puderam ser detectados. Depois de 120 minutostertento pelo sistema UV-A/T;O
(Figura 4.26c¢), o subprodut@ era o unico ndo perceptivel, enquanto que o0s
subprodutos2, 5 e 6 foram observados em suas concentragbes maximdwasla
Finalmente, o comportamento do sistema fotoliti&¢AJfoi completamente diferente

em comparacdo com 0s anteriores, mas consistemme®g resultados de degradacéo
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(Tabela 4.1): sua aplicacdo sobre a solucéo de mEE®Aproduziu nenhum subproduto

de degradacgéo.
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Figura 4.26- Gréafico da porcentagem relativa de aregdXApara os subprodutos de
BPA (1-7) em funcdo do tempo de degradacdo para os sistéa)asVv-C/TiO,, (b)

UV-C e (c) UV-AITIO,. A; e Arefere-se as areas dos picos cromatogréficos, énde,
representa a maior area @ As &areas nos demais tempos de reacdo para cada

subproduto.

Com base nestes resultados, e sabendo-se dadaa¢iwilos radicais hidroxila
frente a moléculas organicas em meio aquoso, prepdgma rota geral para a
fotodegradacdo de BPA (Figura 4.27) por fotocagdtisterogénea (UV-C/Ti® UV-
AITiO,) e fotdlise (UV-C), uma vez que, a maioria dospsatlutos foram identificados
em ambos o0s procedimentos. Assim, foi propostoRf& é submetido a sucessivas
reacdes de hidroxilacdo gerando, inicialmente, abp®dutos hidroxiladosl
(C15H1603) € 2 (C15H1604). Estes subprodutos contém um ou mais atomos idéroa
que o BPA (GsH160,), porém apresentam o mesmo valor de DBE (Tabéld).4A
posicdo correta dos grupos hidroxila nas estrutguasicas dos subprodutése 2 ndo
puderam ser conclusivamente estabelecidas atragédadios de HRMS. A informacéao

fornecida pelos perfis de fragmentacdo (ndo aptades) também nao foram uteis,
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uma vez que pbdde-se observar somente a perda deutasl de agua. Por uma questao
se simplicidade, apenas um dentre os varios is@neassiveis (subproduta:
hidroxilagdo em C5; subprodu® duas hidroxilacdes em C5 e C6) formados nestas
condicOes sdo representados na Figura 4.27.

Nota-se que os tempos de retencdo de BPA e dososuwibpsl e 2, estdo na
seguinte ordem: BPA % > 2(Figura 4.26). Esta ordem de retencéo € consisteoi® o
subproduto de degradacdo mais poldx deve eluir mais rdpido em uma coluna
cromatografica ndo-polar (C18) em relacdo aos sutompostos. Da mesma forma, o
tempo de retencédo do subprodaté menor que o do BPA. Outros subprodutos foram
gerados diretamente a partir HeO subprodut® (quinona, GsH1403 ) é formado pela
oxidagdo do subprodutd, ao passo que a formacao 4gCoH1,03) pode ter sido
ocorrido pelo ataque de um radical hidroxila emdéZubprodutd, seguido da perda
de um grupo fendlico. Em sequéncia, o intermediqumoénico5 (CoH100,) pode ser
formado por meio de duas maneiras distintas: polatague de radicais hidroxila em
C2 do subprodut8 ou através da oxidacdo dos dois grupos OH do edbfwr4. Para
os produtos de degradag@@C;HsO,) e 7 (CsHsOs), que séo provavelmente compostos
aciclicos e para os quais estruturas quimicas o@onf propostas, podem ser gerados
por sucessivas hidroxilagdes do subprodijteeguido pela abertura do anel aromatico.
Finalmente, os subprodutd® e 7 podem ser mineralizados sob estas condi¢des
oxidantes para formar didéxido de carbono e agua.

Alguns destes intermediarios (ou um dos seus iggsngosicionais) ja foram
previamente relatados. Por exemplo, Torres e crdboes [30] estudaram degradagéo
por cavitacdo ultra-sénica e relataram a formagddntermediariodl e 2. Deborde e
colaboradores [31] investigaram a oxidacdo de BRA selucdo aquosa utilizando
ozobnio e relataram a formacdo de compogto® e 3. Poerschmann e colaboradores
[32], também descreveram a producdo do intermedi&ridurante a degradacédo
oxidativa de BPA.
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Figura 4.27- Rota de degradacéo proposta para BPA por fotsmtéeterogénea (UV-
CITiOz e UV-A/ITIO,) e fotdlise (UV-C).
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4.2.5.2 Testes de Ecotoxicidade com Artemia salama BPA.

Os testes de toxicidade foram realizados com etiobjde avaliar e prever os
efeitos tdxicos, no ambiente aquatico, dos composasultantes da degradacao
oxidativa do BPA. Assim, realizaram-se o0s testestedas as aliquotas coletadas
durante os ensaios de degradacéao (0,5, 10, 16039,120 minutos) e avaliou-se a taxa
de mortalidade do organismo indicador. Foi reatbizadmbém um teste controle
somente com a solucéo salina de eclosédo sendoemeima taxa de mortalidade foi
determinada.

Nos testes de toxicidade para o experimento d@lsdr foi possivel observar
que a solucao de BPA apresenta um alto grau deidaglie, aproximadamente 50% de
mortalidade frente ao microrganismatemia salina(Figura 4.28e). Essa toxicidade
manteve-se constante para todas as aliquotas dadetmrante o experimento. Como
nao foi observada nenhuma taxa de remocéo a padie experimento, deduz-se que
esse efeito toxico é devido unicamente a solucaiRde

Para os testes envolvendo radiacdo do tipo UVHDs @ término de 120
minutos, observou-se um aumento na toxicidade dadec80% de mortalidade) para as
amostras submetidas ao processo de fotocatalismbénea (UV-C/Tig). Ja nos testes
envolvendo fotolise houve uma pequena diminuicdceess toxicidades das solucdes
final e inicial, conforme demonstrado nas Figur&84 e 4.28b, respectivamente. Estes
resultados indicam que apesar de haver maior taxanideralizagcdo no processo de
fotocatalise heterogénea (UV-C/T)Gm relacdo aos processos de fotolise (UV-C), os
intermediarios persistentes ao final de 120 mind®£Xxposicdo apresentam ser mais
toxicos que o proprio BPA.

Para os testes envolvendo radiacdo UV-A, as td&asortalidade das aliquotas
coletadas apds 120 minutos foram praticamente asmage comparadas a solucao
inicial, tanto no processo de fotocatélise hetemegé(UV-A/TiG,) como para o
processo de fotolise (UV-A), conforme demonstradss ririguras 4.28c e 4.28d,

respectivamente.
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Figura 4.28 Porcentagem de mortalidade para os testes dexemdade de BPA com
Artemia salingpara os sistemas: (a) UV-C/Tidb) UV-C, (c) UV-AITIO,, (d) UV-Ae
(e) hidrdlise.
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4.2.6 14-Etinilestradiol
4.2.6.1 Identificacdo dos subprodutos: propostaicha rota de degradacao.

Como observado na secao 4.1, os experimentos dadadedo realizados com
EE2 apresentarem baixas taxas de remocéo, da atde?3,4 % e 46,5 % para 0s
sistemas UV-C/TiQ e UV-C, respectivamente. Os tempos de meia vidanfor
relativamente altos, 133 e 289 minutos, respectvden Além do mais, em nenhum
dos testes foi possivel observar qualquer taxaideralizacdo, levando a acreditar que
as porcentagens de remocao apresentadas paratemsasidJV-C/TiQ e UV-C séo
provenientes apenas da transformacgao de EE2 enpsiuibps.

Para a deteccao e identificacdo dos possiveis @iinjos formados, as aliquotas
coletadas durante os processos de degradacaol(@, B, 30, 60 e 120 minutos) foram
analisadas por insercdo direta via ionizacdo @lectrospray com deteccdo por
espectrometria de massas de alta resolucdo (ESISJRNEbnforme metodologia
descrita na secao 3.2.1 (Método 1). Através dessases foram obtidos os respectivos
espectros de massas referentes a cada aliquotadegleanto no modo positivo como
no modo negativo de ionizacdo. Por exemplo, oscégsede massas obtidos a partir de
aliquotas recolhidas do sistema UV-C/7i@o modo negativo de ionizacdo sé&o
apresentados na Figura 4.29.

Mesmo nao havendo altas taxas de degradacéo, aksegue da mesma forma
com que a intensidade relativa do ion referentefaamaco EE2 [(M-H) = 295]
decresce, alguns novos ions que ndo foram detectdaesolucdo inicial de EE2
(coletada antes do inicio dos experimentos) vagirsdm no decorrer do tempo de
degradacédo. Através de um estudo detalhado desgiestms de massas foi possivel a
identificacdo de 7 subproduto$-7) decorrentes da fotodegradacdo de EE2, todos no
modo negativo de ionizacdo. Nao foi possivel atitleacdo de nenhum subproduto
através dos espectros de massas adquiridos noposilivo de ionizacao.

94



Capitulo 4 Estudos de Degcélade Farmacos e Disruptores Endécrinos

Inten(x100,000)

] 295 0 min

5.0
1 1?5

0.0—28 113 [ 151 77190 L
50 100 150 200 250 300 350 m/z
Inten.(x100,000)

5.0 295 30 min
7 1T5

0.07 T \75\ 8\9 ‘10\‘9\‘ T ‘]-\4$ T 1\7]-\ ‘Z‘O].‘ T T T ‘ T T T T ‘ T 3\2\15 \34.‘5 T T T T ‘
50 100 150 200 250 300 350 miz
Inten(x100,000)

5.01
1 295 60 min
1 135

2.5 I

002591109 143 177 230 | 311327459
50 100 150 200 250 300 350 m/z
Inten.(x100,000)

2.5 135 295 12Cmin
| 171

0.0 \63\7‘5\ T “10\‘9\| \\ T ]‘-55‘ %-79 ‘ 2\]-]-\ \237‘259\ T T ‘ 3%]-327314-5 T T T T ‘
50 100 150 200 250 300 350 miz

Figura 4.29 Espectros ESI-MS no modo negativo obtidos dagiatas da degradacgéo
de EE2 por TiO2/UV-C, nos tempos de 0, 30, 60 erfi2utos de reacéao.

Os dados de ESI-HRMS permitiram a proposta de flasnmoleculares para
todos os subprodutod-f) com um erro maximo menor que 8 pmmire as massas
experimentais e teoricas das espécies deprotonaat#erme descrito na Tabela 4.15.
Todos estes subprodutos foram detectados, pelo shemo uma das aliquotas do
processo fotocatalitico (UV-C/Tipou fotolitico (UV-C).
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Tabela 4.15 Formula molecular do EE2 e seus subprodutos geadacéo (calculados
através dos dados de ESI-HRMS).

Massa
Formula (M-H)" (M-H)~ Erro )
Composto Molecular o . DBE
Molecular M Teorica | Experimental | (ppm)

EE2 GoH240; 296,1776| 295,1704 295,1698 -2,03
1 CooH2403 312,1725| 311,1653 311,1671 5,78 9
2 CooH2203 310,1569 | 309,1496 309,1479 -5,50 10
3 CooH2404 328,1675| 327,1602 327,1584 -5,50
4 CooH2405 344,1624 | 343,1551 343,1564 3,79 9
5 CooH2204 326,1518| 325,144% 325,1421 -7,38 10
6 CooH2605 346,1780| 345,1707 345,1697 -2,90 8
7 CieH2003 260,1412| 259,1340 259,1359 -7,33

"massa molecular calculada pelo software LCMS-Sumisti

“Double Bond Equivalence (equivaléncia de duplaachgs)
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Através do auxilio do parametro DBE, foi possivetamacterizacdo estrutural
proposta para cada um dos intermediarios. A férrasieutural de todos os subprodutos
identificados {-7) esta apresentada na Tabela 4.16.

Tabela 4.16 Estruturas quimicas propostas para os subprodetdegradacéo do EE2.

Subprodutos Estrutura Quimica Subprodutos | Estrutura Quimica
1 5
2 6
3
7
4

Depois de identificados e caracterizados os subpoedpropostos na Tabela
4.16, atraves das analises por HPLC-HRMS (Métoddo?)possivel o monitoramento
da evolucdo de cada um durante os processos daddego. Por exemplo, a Figura
4.30 apresenta um cromatograma femii Scane um cromatograma de ions extraidos
(EIC) (m/z 295,1704, 311,1653 e 345,1707 para EE2 e os dimool e 6,
respectivamente) gerados a partir da analise dealiopaota coletada no tempo de 60

minutos para o sistema UV-C/TiO
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Figura 4.30- Cromatograma errull Scane EIC (n/z295,1704, 311,1653 e 345,1707
para EE2 e os subprodutbe 6, respectivamente) para uma aliquota coletadampade

de 60 minutos para o sistema UV-C.

Da mesma forma, como apresentado neste exemplourgFigt.30),
cromatogramas de ions extraidos (para os subpmodtitp foram obtidos para cada
uma das aliquotas coletadas a partir dos quattensas de degradacgdo investigados.
Esses dados cromatograficos (areas dos picos @grafitos) foram analisados, sendo,
dessa forma, possivel a construcéo de graficosedarélativa de cada subprodute7|
em funcgéo do tempo de reagao (Figura 4.31).

Estes gréaficos revelaram que os sistemas UV-G/TH@ura 4.31a) e UV-C
(Figura 4.31b) tiveram comportamento semelhante.eRemplo, para o sistema UV-
C/TiO; os subproduto§, 2, 4, 5 e 6 permaneceram em solucdo apés 120 minutos de
exposicdo, sendo giee 6 atingiram a concentragdo maxima neste momentoardio
sistema UV-C, dos subprodutos detectadog,(3, 5, 6 e7), os subproduto? e 7 foram
0S que atingiram a sua concentracdo maxima depoid minutos de tratamento. A
persisténcia dos subprodutos apos os 120 minutosbooam os resultados de COT,
onde nao foi observada nenhuma porcentagem deatimaedo para o EE2 em ambos

OS processos.
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Para os sistemas fotocataliticos e fotoliticosizatiido a radiacdo UV-A
(resultados ndo apresentados), ndo foi possiderdificacdo de nenhum subproduto de
degradagéo, consistentes com a auséncia de remogao.

100 - 0 al 100 - b
/—’_\\ \

1| 80 - ,l __ ——1
_ —a—2 —.—2
S —4—3|$60 - ——3
< ——4| L ——4
= 5340 14/ >
6 < [ 6
7| 20 - /[ 7

A A& 0 BHOK e

0 20 40 60 80 100 120 0O 20 40 60 80 100 120
Tempo de Reacédo (min) Tempo de Reagéo (min)

Figura 4.31- Grafico da porcentagem relativa de aredAApara os subprodutos de
EE2 (1-7) em funcédo do tempo de degradacgéo para os sistéa)ddV-C/TiG, e (b)
UV-C. A; e Arefere-se as areas dos picos cromatograficos, @ntepresenta a maior

area e Aas areas nos demais tempos de reacao para cadadiiib.

Através dos subprodutos caracterizados e apressntedTabela 4.15, prop0s-
se uma rota geral para a fotodegradacdo de EE2ur@ig.32) por fotocatélise
heterogénea (UV-C/Ti®) e fotdlise (UV-C), uma vez que, a maioria dospsalutos
foram identificados em ambos os procedimentosidimente, foi proposto que alguns
subprodutos podem ser formados por sucessivase®agdhidroxilacdo sofridas pela
molécula de EE2 (£H240,), como € o caso dos subprodutbs(CyoH2403), 3
(Co0H2404) € 4 (CyoH2405). Uma rota alternativa para a degradacéo do sdbjwd
pode ser através da oxidacdo de um grupo hidrpséisente no anel aromatico gerando
0 subprodut@® (C,oH2203). A formacdo do subprodute (CoH2,04) pode se dar por
meio de duas rotas distintas: através da hidr@dlap anel aromatico do subproda@to
seguida da oxidagdo de um grupo hidroxila, ou égada oxidagdo de dois grupos
hidroxila presentes no anel aromatico do subpro8ufda sequéncia, o subprodufo
(Coo0H260s) pode ser gerado através de reacfes de hidraxildgdanel aromatico
presente na estrutura do subprodit@carretando na abertura do anel aromatico. Por
fim, a formagédo do subprodui(CieH2003) pode-se dar através de sucessivas reacoes
de hidroxilagdo dos subprodutése 6. Nota-se que pelos subprodutos identificados

nestes experimentos, as reacdes de hidroxilacaweomm apenas no anel aromatico
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presente na estrutura quimica, o que pode compoogarater recalcitrante apresentado
pelo EE2 frente aos procedimentos de degradaciadps.

A posicdo correta dos grupos hidroxila ndo pode eenclusivamente
estabelecida através dos dados de HRMS, e as mféen fornecidas pelos perfis de
fragmentacdo (ndo apresentadas) também nado foraiw, Wwma vez que pdode-se
observar somente a perda de moléculas de aguaurfRarquestdao de simplicidade,
apenas um dentre os isOmeros possivelmente formadssas condicdes sao
representados na Figura 4.32.

Vale mencionar que, dos poucos estudos para a&alae subprodutos oriundos
da degradacgao de EE2, os subprodlif@se 5 foram identificados por alguns grupos de
pesquisa utilizando POAs como procedimentos deadegéo. [33-35].
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Figura 4.32 Rota de degradacgéo proposta para EE2 por fotseakéeterogénea (UV-
CITiO; e UV-A/TIO,) e fotdlise (UV-C).

4.2.6.2 Testes de Ecotoxicidade com Artemia salama EE2.

Os testes de toxicidade foram realizados com etiobj de avaliar e prever os
efeitos tdxicos, no ambiente aquatico, dos compostsultantes da degradacao
oxidativa do EE2. Assim, realizaram-se os testestedas as aliquotas coletadas
durante os ensaios de degradacéao (0, 5, 10, 16030120 minutos) e avaliou-se a taxa
de mortalidade do organismo indicador. Foi reatizadmbém um teste controle
somente com a solucdo salina de eclosdo, e nadobkervada nenhuma taxa de

mortalidade.
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Nos testes de toxicidade para o experimento d@lisdr foi possivel observar
que a solucédo de EE2 apresenta um alto grau dedade, aproximadamente 65% de
mortalidade frente ao microorganisnfotemia salina(Figura 4.33e). Os mesmos
resultados foram observados para os testes cofigastas coletadas nos sistemas UV-
A/TiO, e UV-A (Figuras 4.33c e 4.33d, respectivamentssaBoxicidade manteve-se
constante para todas as aliquotas e como naodenaia nenhuma taxa de remocéo a
partir deste experimento, deduz-se que esse édgitm é devido unicamente a solucao
de EE2.

Para os testes envolvendo radiacdo do tipo UV-Gs ap20 minutos de
tratamento, observou-se uma diminuicdo na toxi@dadrca de 30% de mortalidade)
para as amostras submetidas tanto ao processtodatédise heterogénea (UV-C/TH)O
como para o procedimento de fotdlise direta (UV-€)nforme demonstrado nas
Figuras 4.33a e 4.33b, respectivamente. Estestadsslindicam que os subprodutos
gerados a partir da degradagédo sdo menos toxieos g&2, sendo que essa diminui¢ao
de toxicidade pode ser provavelmente relacionadeag®es que levaram a abertura do

anel aromatico da molécula de EE2.
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Figura 4.33 Porcentagem de mortalidade para os testes dexeadade de EE2 com
Artemia salingpara os sistemas: (a) UV-C/Tidb) UV-C, (c) UV-A/TIO,, (d) UV-A e

(e) hidrdlise.
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Capitulo 5 iideragdes Finais

Os resultados obtidos, tanto para os experimerdogopocatalise heterogénea
como por fotdlise direta utilizando radiagdo UVeédnfirmaram a alta eficiéncia destes
processos na remocao de compostos organicos emaopedso. As taxas de remocao
variaram entre 70% e 100%, para todos os compestadados, com excecédo do EE2,
onde a taxa maxima de remocéo foi proxima a 50%a Pa sistemas de degradacéo
onde se utilizou a radiacdo UV-A, o0s experimentas fotocatalise também
apresentaram altas taxas de remocao, variandaxaadi® 66% a 93%, exceto para EE2.
Ja os experimentos de fotdlise direta utilizandoAJdpresentaram uma pequena taxa
de remocéo apenas para o IBP, cerca de 12,5%.

O fato de alguns contaminantes apresentarem mslhaxas de eficiéncia na
remocdo por fotdlise esta diretamente ligado asctenisticas de absortividade
molecular de cada composto. Foi observado que oguematior a sobreposicdo do
espectro de absorcdo das moléculas com o espextemnidsdo da fonte de radiacao
(UV-A ou UV-C), maiores sdo as eficiéncias de redm@ Unica excecdo foi para o
composto EE2, que se apresentou mais recalcit@pde processos de degradacéo
utilizados.

Embora a fotdlise direta, com a utilizacdo de rg@halUV-C, tenha apresentado
as maiores eficiéncias de remocao, as maiores texasneralizacao foram obtidas por
fotocatdlise heterogénea com utilizacdo de radid¢®eC, possivelmente devido a
maior eficiéncia na geracdo de radicais hidroxNeesmo nos sistemas com alto
potencial oxidante, as taxas de mineralizacdo fomaferiores a 55%, obtida na
degradacdo de BZF. Estes resultados indicaram pasaa destes sistemas serem
reportados como de alta eficiéncia, a remocdo a@wspostos organicos em agua
ocorrem principalmente através da conversdo dogasios alvos em subprodutos,
persistentes apds os tratamentos avaliados.

A espectrometria de massas de alta resolucaoaatznpl cromatografia liquida
(HPLC-HRMS) demonstrou ser uma importante ferrameamalitica para avaliacdo da
efetividade dos procedimentos utilizados na degé@ulale compostos orgéanicos. A
técnica HPLC-HRMS, além de identificar diversos goldutos de degradacéo para
todos os compostos estudados, permitiu monitossgsesubprodutos durante o tempo
de execucdo dos procedimentos de degradacédo. Ess#imdos foram fundamentais
para avaliar os procedimentos de degradagédo diliizauma vez que apenas 0S
resultados de remocéo sédo insuficientes para gasaseguranca e efetividade de tais

procedimentos.
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Capitulo 5 iideragdes Finais

Os testes de ecotoxicidade c@wtemia salinademonstraram que apesar dos
sistemas por fotocatalise heterogénea (UV-Cfl'térem apresentado as maiores taxas
de mineralizagdo, os subprodutos persistentes el fie 120 minutos para 0s
contaminantes DCF, BZF e BPA, apresentaram ser idi@is0S que Seus precursores.
Para o BZF foi observado um aumento de 80% de ittade. J& para os sistemas
fotocataliticos utilizando radiagdo UV-A, os contaamtes BZF e SMX, apresentaram
subprodutos com um maior grau de toxicidade entéelaos seus precursores. Para 0s
experimentos envolvendo a fotdlise (UV-C), obsergewgue, apenas para SMX, houve
um leve aumento de toxicidade, proximo a 20%. Ja pa contaminantes BPA e EE2,
os testes de toxicidade demonstraram que os sulipsogersistentes, apresentam um
menor grau de toxicidade apds 120 minutos de expetb.

Apesar de estes testes serem apenas sugesti@arparavaliacdo dos efeitos de
toxicidade, notou-se, que para alguns contaminaatesolucdes coletadas nos finais
dos procedimentos apresentaram-se mais toxicaagselucdes iniciais. Ja para outros
contaminantes, apesar de alguns procedimentosgdadagdo terem apresentado baixas
taxas de mineralizacdo, os subprodutos geradossesteates ao final dos processos de
degradacédo, apresentaram-se menos toxicos quepsstigsores. Em alguns casos,
observou-se também, que, apesar da persisténda@lsos subprodutos ao final dos
procedimentos propostos, ndo houve alteragédo no dgaoxicidade apresentado pela
solucéo coletada no final dos procedimentos progost

Os resultados apresentados neste trabalho cdrdnbupara melhorar
significativamente a avaliacdo de procedimentodedgadacdo que sao com frequéncia
propostos para remoc¢do de compostos organicos emageoso. Foi demonstrado,
que, a simples constatacdo da remocdo da moléduba através dos diversos
procedimentos de degradacdo, que sao constantempeopestos como metodos
promissores na remogdo de compostos organicos émagoso, € insuficiente para a
garantia de seguranca e efetividade em suas aphgaPortanto, esta abordagem mais
ampla, devera ser sempre utilizada, ao se progtamtentos alternativos para remocao

de compostos organicos em meio aquoso.
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Photolysis and photocatalysis of ibuprofen in
aqueous medium: characterization of by-
products via liquid chromatography coupled to
high-resolution mass spectrometry and
assessment of their toxicities against

Artemia Salina

Julio César Cardoso da Silva,® Janaina Aparecida Reis Teodoro,”
Robson José de Cassia Franco Afonso,” Sérgio Francisco Aquino®
and Rodinei Augusti®*

The degradation of the pharmaceutical compound ibuprofen (IBP) in aqueous solution induced by direct photolysis (UV-A and
UV-C radiation) and photocatalysis (TiO,/UV-A and TiO,/UV-C systems) was evaluated. Initially, we observed that whereas
photocatalysis (both systems) and direct photolysis with UV-C radiation were able to cause an almost complete removal of
IBP, the mineralization rates achieved for all the photodegradation processes were much smaller (the highest value being
obtained for the TiO,/UV-C system: 37.7%), even after an exposure time as long as 120 min. Chemical structures for the by-
products formed under these oxidative conditions (11 of them were detected) were proposed based on the data from liquid
chromatography coupled to high-resolution mass spectrometry (LC-HRMS) analyses. Taking into account these results, an unprec-
edented route for the photodegradation of IBP could thus be proposed. Moreover, a fortunate result was achieved herein: tests
against Artemia salina showed that the degradation products had no higher ecotoxicities than IBP, which possibly indicates that
the photocatalytic (TiO,/UV-A and TiO,/UV-C systems) and photolytic (UV-C radiation) processes can be conveniently employed
to deplete IBP in aqueous media. Copyright © 2014 John Wiley & Sons, Ltd.

Keywords: photodegradation; ibuprofen; high-resolution mass spectrometry; liquid chromatography; characterization of by-products
________________________________________________________________________________________]

Introduction

The presence of various pharmaceutical pollutants in the envi-
ronment has received much attention because of their unknown
impact on flora and fauna present in aquatic systems."? These
compounds have been detected in natural aquatic environments
at trace concentrations (from ngL ™' to ugL ").27! The major
sources of these pollutants arise from emissions of production
sites, direct disposal of over plus drugs in households and hospi-
tals, excretion of urine or feces after drug administration to
humans/animals and water treatment in fish farms.®!

To improve the efficiency of removal of pharmaceutical com-
pounds in aqueous media, novel and powerful technologies have
been developed, especially the so-called advanced oxidation pro-
cesses (AOPs). Moreover, there has been a growing interest in the
detection and identification of degradation products resulting
from the application of AOPs.”® Among the AOPs, the following
processes are noteworthy: photolysis,!"'™'® photocatalysis,!'”]
electrochemistry and photoelectrochemistry.!'®'®)  However,
many challenging issues still remain, which are mainly related to
the fact that products arising from the degradation of pollutants
may present higher toxicity than their predecessors. This possibility

has been properly assessed by studies with brine shrimp (Artemia
salina), an organism that is particularly sensitive to the degree of
toxicity of organic compounds in solution.”%=>%

The compound 2-[3-(2-methylpropyl)phenyl] propanoic acid,
commercially available as ibuprofen (IBP), is one of the most con-
sumed pharmaceuticals worldwide.* It is a nonsteroidal agent,
analgesic, antipyretic and anti-inflammatory, used for the treat-
ment of fever and to relieve pain in general.>® Once adminis-
tered, only 15% is eliminated as the original form, while 26% is
excreted as hydroxy-IBP and 43% as carboxy-IBP (Fig. 1).12°!

There are reports on the presence of IBP and its metabolites in
effluents from sewage treatment plants and surface waters. A
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Figure 1. Chemical structures of ibuprofen (IBP), hydroxy-ibuprofen and
carboxy-ibuprofen.

survey conducted between 2006 and 2010 confirmed the presence
of IBP in concentrations ranging from 65 to 7100ng L' in sewage
treatment plants and raw sewage effluents and up to 360ngL ™" in
freshwater.””! The lower concentration of IBP reported in surface
waters is probably due to a combination of factors such as photol-
ysis, biotransformation, sorption, volatilization and dispersion in the
environment.?®

Studies have demonstrated that IBP is partially removed in
treatment stations; in some cases, a removal rate of 70% can be
obtained, especially when using biological oxidation.”®! However,
the main metabolites (carboxy-IBP and/or hydroxy-IBP) persist after
the biological treatment as toxic by-products that may affect
the aquatic environment.”°=% Even reaching moderate levels of
removal (70%), IBP is not easily depleted by conventional biological
processes; as a consequence, an inconveniently long withholding
time (usually days) is required to attain higher degradation rates.
Therefore, a series of new technologies have been applied in order
to more effectively reduce the presence of IBP in the environment,
such as photodegradation, solar photodegradation,’**4 biological
treatment®>~**! and other AQPs.**7]

Although some studies involving the removal of IBP from aqueous
solution have been reported, detailed information regarding the
overall degradation process remains scarce. The present study aims,
therefore, to investigate the degradation of IBP in a watery medium
induced by two distinct methods: direct photolysis (by employing
UV-A and UV-C irradiation) and photocatalysis (by using the TiO,/
UV-A and TiO,/UV-C systems). The detection and identification of
recalcitrant by-products, possibly formed under these oxidative
conditions, via liquid chromatography coupled to high-resolution
mass spectrometry (LC-HRMS) are the main focus of the present
paper. Additionally, the level of ecotoxicity of such compounds is
appraised in tests against A. salina.

Experimental section
Chemicals

Ibuprofen (C;3H:50,, nominal mass 206.1307), whose chemical
structure is shown in Fig. 1, was purchased from Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, USA). Solvents for analytical determinations were
methanol (chromatographic grade, JT Baker) and ultrapure water.
Ultrapure water, from a Millipore Milli-Q system (Milford, MA, USA),
was employed to prepare all solutions. Commercial TiO, (99% ana-
tase), acquired from Sigma-Aldrich company (St. Louis, MO, USA),
was used as a catalyst in the photocatalytic experiments.

Degradation experiments

The experiments were conducted in a jar-test apparatus (model
218/LDB06, Nova Etica, Jundiai, Sdo Paulo, Brazil). Three distinct

types of assays were performed: photocatalysis (using TiO, and UV
radiation simultaneously), photolysis (with UV radiation solely) and
hydrolysis (with no TiO, and UV radiation). In the photocatalysis
and photolysis experiments, two different types of UV radiation,
UV-C and UV-A, were tested. UV-C and UV-A radiations were
provided by the following lamps, respectively: germicidal (power:
9W, emission wavelength range: 200-280nm, model: PL-S,
manufacturer: Philips) and dark light (power: 9W, emission
wavelength range: 315-400nm, model: LY9-H, manufacturer:
Ecolume). Each photocatalytic or photolytic experiment was
performed using three UV lamps (UV-A or UV-C) simultaneously
with a total nominal power of 27 W. The three UV lamps were
placed together into a cylindrical quartz tube, which was immersed
in the aqueous solution of IBP. A volume of 2.0L of this solution,
prepared at an abnormally high concentration of 5mgL~", was
transferred to the rectangular container of the jar-test vessel
(2.5 L volumetric capacity). The concentration of the IBP solution
(5mgL™"), although much higher than those typically found in
environmental samples, was chosen to make the subsequent
chromatographic analysis easy, with no need of extraction and
pre-concentration steps. The solution, kept protected from external
light, was stirred for about 30 min before the beginning of the
degradation tests. Control experiments (results not shown) indi-
cated that the amount of IBP adsorbed by the TiO, material in
the dark for 120 min was negligible. All tests were conducted within
a narrow range of temperature (24-25 °C), which certainly has neg-
ligible effects on the course of the photodegradation processes.*®

In the photocatalysis experiments, 240 mg of TiO, (comprising a
dosage of about 120 mg L") was used. The reaction flasks (jar-test
containers) were externally coated with a refractory material
applied to ensure that ambient radiation would not dissipate into
the medium. During the degradation experiments, the jar-test
instrument was operated with a rotational speed of 250rpm,
corresponding to a gradient velocity of 4005 '. The tests were
conducted in batch mode for a period of 2 h, during which aliquots
were collected at intervals of 0, 5, 10, 15, 30, 60 and 120 min.

The aliquots collected during the photocatalysis experiments
were centrifuged at 4000 rpm for 10 min (centrifugal model 80-20,
Centribio, Sao Paulo, Brazil) to remove any suspended material
(TiO,). The supernatant was then recovered and stored protected
from light at a temperature lower than 4 °C. The aliquots collected
from the photolysis and hydrolysis tests were also maintained under
identical conditions until the moment of the total organic carbon
(TOC) and chromatographic analyses. Because of their high polarity,
the degradation products are certainly more soluble in water than
IBP (the structures proposed for all by-products will be displayed
later in this paper). Hence, the occurrence of precipitation of any
by-product during the centrifugation step is quite unlikely.

Total organic carbon analyses

Total organic carbon (TOC) analyses were carried out on a TOC
analyzer (Shimadzu, model TOC-VCPH, Kyoto, Japan). The TOC
content of each collected aliquot was obtained by the indirect
method that corresponds to the difference between the total
carbon and inorganic carbon values.

Ecotoxicity tests against Artemia Salina

The ecotoxicity tests with brine shrimp (A. salina) were carried out
following a previous protocol.*” By following this procedure, an
aqueous solution of sea salt (at 38gL™") was prepared, filtered
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and added to a small (15cm diameter) round plastic container.
Subsequently, many A. salina eggs were added in only one-half
of this container, which was kept protected from light for 24 h,
whereas the opposite half was continuously irradiated by a
100W lamp. After the eggs hatched, the A. salina organisms
migrated to the lit side. A small portion of this solution with the
adult individuals was then collected and transferred to a cylindrical
glass vial (3 cm diameter) and the volume completed to 1.0 mL by
adding the aforementioned salt solution. Afterwards, 4.0 mL of a
given aliquot, collected from the degradation experiments, was
put into the vial (at the end the total volume in each vial was
5.0mL). The vial was then left to stand under light for a period
of up to 24 h. After this time, the percentage of the immobilized
organisms was determined. The assays with each aliquot were
conducted in triplicate to estimate the accurate toxicity of each
by-product.

Liquid chromatography coupled to mass spectrometry

The analyses were performed on a liquid chromatographer (LC)
coupled to a hybrid mass spectrometer (MS) system. The liquid
chromatographer (Prominence LC-20 AD; Shimadzu Corporation,
Kyoto, Japan) was equipped with a binary pump and an
autosampler (SIL 20 AC; Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan).
The mass spectrometer (IT-TOF; Shimadzu Corporation, Kyoto,
Japan) provides high sensitivity and accuracy with a resolving power
over 10.000 at mass-to-charge (m/z) 1000. The mass spectrometer
was equipped with an electrospray ionization (ESI) source operating
in both the negative (—3.5kV) and positive modes (+4.5 kV) modes.
Direct infusion analyses were conducted by simultaneously operat-
ing the electrospray source in the positive and negative modes
and adjusting the nebulizer gas (N,) to a flow rate of 1.5Lmin"".
The interface and curved line dessolvation were operated at a
constant temperature of 200°C. An m/z range of 50-500 was
recorded. The samples were directly introduced into the ESI source
by injecting 5 pL of sample via the LC autosampler. For the LC-HRMS
analyses, the mass spectrometer was set to operate under the
conditions specified earlier. The chromatographic conditions were
as follows: an ACE C18 column (2.1x100mmx3mm particle
diameter) was used, whereas water (A) and methanol (B) (at
assorted proportions) were employed as the mobile phases at a
flow rate of 0.2mLmin~". The gradient program started with 30%
B, rising to 50% B in 4 min, then to 100% B in 3 min, which was then
held for 3 min. At the end of the chromatographic run, the column
was re-equilibrated to the initial conditions and stabilized for
4 min, which led to a total run time of 14min. The injection
volume was 5 uL.

Results and discussion
Kinetics of ibuprofen degradation

All aliquots were analyzed by direct infusion ESI-HRMS in both
the positive and negative modes (see Experimental Section for
more details). However, because by-products were detected
exclusively in the negative mode of acquisition, only this set of
data will be presented and discussed herein. Hence, Fig. 2 shows
the continuous decrease in the concentration of IBP as a function
of reaction time observed for the photocatalysis, photolysis and
hydrolysis tests. The results from the hydrolysis experiments
(conducted in the absence of TiO, and UV radiation) indicated
that IBP is quite stable in aqueous solution.

100 - —

0 \0\‘

80

70 ——Ti02/ UV-C

60 —8-Ti02/ UV-A
AlAy 5 —Uv-C

40 —-UV-A

30 —#—Hydrolysis
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Figure 2. Relative concentration of ibuprofen achieved for different systems:
photolysis (UV-A and UV-C), photocatalysis (TiO,/UV-A and TiO,/UV-C) and
hydrolysis. The concentrations of IBP were determined via extracted-ion
chromatograms for deprotonated ibuprofen (m/z 205.1235). An initial IBP
concentration of 100 was arbitrarily assigned in each assay.

The heterogeneous photocatalytic and direct photolytic systems
operating under UV-C irradiation promoted the removal of IBP with
high efficiencies, at rates reaching 100% and 98.9%, respectively,
after 120 min of exposure. The reason for the high degradation rates
achieved upon application of the photolytic system is probably
due to the overlapping of the emission spectrum of the UV-C
lamp (100-280 nm with a maximum emission at 254 nm) with
the absorption spectrum of IBP (absorption up to 240 nm with a
Amax at 222 nm).% This effect can also be attributed to the in situ
generation of OH® radicals directly from the homolysis of water
molecules by the 185 nm irradiation.”" Although the use of TiO,
seems not to make a remarkable difference regarding the removal
of IBP, its beneficial effects will be discussed following this paper.

The TiO,/UV-A and TiO,/UV-C photocatalytic systems showed
similar capacities in promoting the depletion of IBP (the first one
was able to degrade 92.6% of the original IBP after a treatment
time of 120 min). Conversely, the direct photolysis with UV-A
radiation exhibited a much lower efficiency (roughly 12.5%) than
the analogous assay with UV-C (98.9%). This result indicates
that the catalyst (TiO,) is of prime importance to achieve higher
degradation yields when UV-A radiation (that mimics solar radia-
tion and is generated by means of a dark lamp; see Experimental
Section for more details) is employed. The low removal efficiency
achieved by the application of direct UV-A photolysis can be easily
explained considering that neither IBP can absorb in the emission
region of the UV-A lamp (315-400 nm with A5, =360nm) nor
OH® radicals can be generated upon the homolysis of H,O
molecules by the UV-A irradiation. This set of findings therefore
indicates that the depletion of IBP induced by the TiO,/UV-A
system is mostly caused by hydroxyl radicals (OH®), quite reactive
species that are generated in situ by the interaction of H,O molecules
with the positive holes (h™) at the valence band of excited TiO,
catalyst.

Table 1 shows the rate constants (k) and half-life times (t;,,)
calculated for the degradation of IBP induced by the photocatalytic
(TiOo/UV-A and TiO,/UV-C) and photolytic (UV-A and UV-C)
systems. The experimental data, i.e. the relative concentration of
IBP as a function of time, achieved for each one of the four
systems, were properly adjusted by a first-order kinetic model.
Hence, in all the first-order kinetic plots, i.e. In (C/C,) (C, and C;
refer to the concentrations of IBP at the beginning and at a given
reaction time, respectively) versus time, correlation coefficients
(R) ranging from 0.943 to 0.994 (for the UV-A and TiO,/UV-A
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Table 1. Kinetic parameters obtained for the degradation of ibuprofen
in aqueous solution induced by four distinct systems: TiO,/UV-C, UV-C,
TiO,/UV-A and UV-A

2

Degradation system R k (min~") t1/2(min)
TiO,/UV-C 0.991 0.054 12.83
UV-C 0.987 0.037 18.73
TiO,/UV-A 0.994 0.021 33.00
UV-A 0.943 0.001 693.00

A first-order model was used to adjust the experimental data.

systems, respectively) were achieved. An accurate analysis of
Table 1 reveals that although the TiO,/UV-C and UV-C processes
yielded similar degradation rates after an identical treatment time
(120 min, see previous discussion), the photocatalytic systems are
more efficient to deplete IBP than the analogous photolytic
processes, given that t;,, (TiO,/UV-A) < t;,, (UV-A) and that t;,,
(TiOL/UV-Q) <ty (UV-Q). As previously stated, the superior perfor-
mance of the photocatalytic systems can be related to the ability
of the TiO, material (upon exposure to UV radiation) to generate a
substantial amount of hydroxyl radicals, which promote a prompt
and nonspecific attack towards target molecules present in the
reaction medium.

Furthermore, it is important to state that in all experiments
(photolytic and photocatalytic), the maximum variation between
the pHs of the initial and final solutions was about 0.25 units. The
solution pH is a complex factor that can affect photocatalytic
reactions in many ways. For instance, factors such as the ionization
state of TiO, surface, the influence of electron holes on OH®
generation and the reduction of surface area by the agglomeration
of TiO, particles are affected by the solution pH.”>?! This small
difference between the pHs of the initial and final solutions could
not cause therefore remarkable changes in the reaction kinetics.

Mineralization

Although impressive IBP degradation rates (over 90%) were
achieved by the employment of the TiO,/UV-C, TiO,/UV-A and
UV-C systems (Fig. 2), the TOC data revealed that IBP was not
mineralized to a similar extent, even after a treatment time as
long as 120 min. For instance, the highest mineralization rate
was only 37.7% achieved upon the application of the TiO,/UV-C
system. Moreover, the mineralization rates derived from direct
photolysis (UV-C and mainly UV-A) were negligible. These
findings indicate that whereas most of the original IBP was not
mineralized, recalcitrant by-products were generated under
these conditions. The fact that the direct photolysis processes
are unable to reduce the TOC content in solution strongly indi-
cates that such refractory by-products absorb neither UV-A nor
UV-C radiation. It is also evident that the highest rates of mineral-
ization obtained by the photocatalytic systems (TiO,/UV-C and
TiO,/UV-A) can be attributed again to their superior ability to pro-
mote the in situ generation of hydroxyl radicals upon exposure of
the TiO, catalyst to UV radiation.

Identification of by-products: proposal of a degradation
route

The aliquots collected during the photocatalysis and photolysis
experiments were firstly analyzed via direct infusion HRMS

in the negative ion mode. Some examples of the mass spectra
recorded are depicted in Fig. 3. Note the continuous decrease
in the relative abundance of the ion ascribed to be the
deprotonated form of IBP (m/z 205.1235). This finding thus
indicates the continuous consumption of IBP by the photolytic
and photocatalytic systems. A meticulous search in these mass
spectra revealed the presence of 11 ions clearly distinguishable
from the ‘background’. Based on the HRMS data, molecular
formulae for these ions, which were ascribed to be the
deprotonated forms of degradation products possibly formed
under these conditions, are displayed in Table 2. A maximum
error of 8ppm between the experimental and theoretical
accurate masses of IBP and its by-products was observed.
All these intermediates were detected at least in one of the
aliquots of the photocatalytic (TiO,/UV-C and TiO,/UV-A) or
photolytic (UV-C and UV-A) processes. Extracted-ion chromato-
grams (Fig. 4) were obtained for each one of these 11 ions
to confirm the formation of by-products in solution. Under
the chromatographic conditions employed, some by-products
co-eluted (1 and 6 as well as 7 and 8), whereas other ones
(8, 9 and 11) eluted at very close retention times (Fig. 4). In
spite of these chromatography limitations, the HRMS data allowed
the proposition of chemical structures for each one of these by-
products.

Based on these results as well as on the well-known reactivity
of hydroxyl radical towards organic molecules in aqueous
medium, a route for the photodegradation of IBP could thus be
proposed, as outlined in Fig. 5. Hence, hydroxylated derivatives
were identified by the increase of one or more oxygen atoms
in the molecular formulae of IBP or some of its intermediates,
with no alterations in the double bond equivalence. Among the
by-products detected (1-11) several isomeric structures can be
postulated. The correct structure (or structures), however, could
not be firmly established herein based on the information
provided by HRMS. Moreover, the fragmentation profile (not
shown) of each ionic species (deprotonated forms of 1-11) was
useless to accomplish this task as in the MS/MS product ions
arising from loss of water were dominant. For a matter of
simplicity, however, only one among the several isomers possibly
formed under these conditions are represented in Fig. 5. Some
intermediates were proposed to be formed by successive
hydroxylation starting from IBP (C;3H;g0;). That is the case of 1
(Ci3H4g03), (represented as two isomeric forms: a-hydroxy-
carboxy-IBP and a-hydroxy-isopropyl-IBP), 2 (C;3H;g04) and 3
(Cy3H,805). Another by-product (5, Ci,H,80¢) was proposed
herein to arise from hydroxylation of 4 (C;,H;50s). In addition,
other by-products were suggested to be generated via
alternative pathways. For instance, intermediates 4 (C;,H;50s) and
6 (Cy,Hq.g0) were possibly formed by decarboxylation of 3
(Ci3H1g05) and 1 (C;3H;503), respectively. In sequence, by-product
6 (C;,H,80) could undergo hydroxylation and loss of 2-propanol to
yield intermediate 9 (CgH;¢0). By-product 7 (CoH;005) could be
formed by two consecutive hydroxylations of 9 (CoH;00). It is also
suggested that the subsequent oxidation of the alcohol function
of 9 (CoH;00) could furnish intermediate 8 (CoHgOs). Lastly, the
acyclic intermediates 10 (CgH003) and 11 (CsH;403) could be
generated by successive hydroxylation of intermediates 8 and 5
that could ultimately lead to the opening of their aromatic rings.
These intermediates (10 and 11) could be easily mineralized
under these oxidative conditions. It is important to mention that
some of these intermediates (1, 2, 6, 8 and 9) have been previ-
ously reported by several research groups.[2>3236:38:4551,53,54]
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Figure 3. High resolution mass spectrometry (HRMS) recorded for aliquots collected from the TiO,/UV-C system after the following reaction times: 0,
30, 60 and 120 min. The molecular formulae for some of the intermediates observed in these mass spectra are shown in Table 2. Note that relative abun-
dance of the ion of m/z 235.1235 (deprotonated IBP) decreases as a function of reaction time.

Table 2. High-resolution mass spectrometry data and the molecular formulae calculated for the by-products generated during the photodegradation
of ibuprofen in water
Molecular Molecular [M—H]" [M—H]" Double bond
Compound formula mass (M)? (theoretical) (experimental) Error (ppm) equivalence
IBP Cy3H180, 206.1307 205.1234 205.1235 0.47 5
1 Cy3H1803 222.1256 221.1183 221.1165 —5.88 5
2 Ci3H1804 238.1205 237.1132 237.1138 2.38 5
3 Cy3H180s5 2541154 253.1076 253.1082 3.16 5
4 Cq2H1505 242.1154 241.1081 241.1088 2.70 4
5 Cy5H1806 258.1103 257.1031 257.1033 0.92 4
6 Ci2H180 178.1358 177.1285 177.1295 5.64 4
7 CoH1003 166.0630 165.0557 165.0570 7.72 5
8 CoHgO3 164.0473 163.0401 163.0388 7.73 6
9 CoHq00 134.0732 133.0653 133.0651 —1.50 5
10 CeH1003 130.0630 129.0557 129.0563 4.64 2
11 CsH1003 118.0630 117.0557 117.0556 1.00 1
@Accurate mass calculated by the Lcws solutions software.

The evolution of each intermediate (1-11) formed during  (Fig. 4) were handled to build plots of the relative concentra-
the photodegradation processes could then be monitored by  tion of each by-product (a value of 100 was attributed to the
LC-HRMS. The results from the extracted-ion chromatograms  highest concentration) versus reaction time for all the four
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Figure 4. Extracted-ion chromatograms for the following ions [deprotonated forms of ibuprofen (IBP) and degradation products]: (a) m/z 205.1235
(IBP), (b) m/z 221.1165 (1), (c) m/z 177.1295 (6), (d) m/z 163.0388 (8), (€) m/z 129.0563 (10) and (f) m/z 117.0556 (11). The analyses refer to an aliquot
collected after submitting an aqueous solution of IBP to the TiO,/UV-C system for 60 min.

degradation processes evaluated (Fig. 6). Hence, for the TiO,/UV-C
photocatalytic system practically only intermediates 10 and 11
remained in solution after 120 min of exposure (Fig. 6(a)). The
remarkable ability of the TiO,/UV-C system to generate hydroxyl rad-
icals possibly caused the prompt depletion of the other intermediates
(1-9), thus preventing their accumulation and detection. For the UV-C
direct photolysis (Fig. 6(b)), however, several intermediates (1, 6, 7, 8,
10 and 11) were persistent in solution after identical treatment time.
These findings seem to confirm the results from TOC analyses,

which revealed that higher mineralization rates were achieved
by the TiO,/UV-C photocatalytic system. For the tests involving
the TiO,/UV-A system (Fig. 6(c)), only intermediates 7, 8 and 3
were not persistent. Conversely, after 120 min of treatment by
UV-A photolysis, intermediate 1 was by far predominant (Fig. 6(d)).
This result suggests that UV-A radiation is not energetic enough
to excite 1 and thus to cause its conversion into the subsequent
intermediates (2-11), as observed for the other systems (TiO,/
UV-C, TiO,/UV-A and UV-C) evaluated herein.
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Figure 5. Proposed route for the photodegradation of ibuprofen in water as induced by the photolytic (UV-A and UV-C) and photocatalytic (TiO,/UV-A
and TiO,/UV-C) systems. Isomeric structures can also be proposed for the degradation products. However, to facilitate visualization, only the struc-

tures 1-11 are displayed herein.

Toxicity assessment

Although several reports have described the degradation of IBP,
little is known about the possible by-products generated and their
degree of toxicity. As can be observed in Fig. 6, after the complete
disappearance of IBP, many compounds still remain in solution,
which may have a potential impact on the environment and possi-
bly on human health. To evaluate the toxicity of IBP and its transfor-
mation products, toxicity tests against A. salina were conducted.
These tests were performed with all aliquots taken during the deg-
radation reactions (0, 5, 10, 15, 30, 60 and 120 min), and the mortality

|
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rates determined in each case. A control test with saline solution was
also conducted (see Experimental Section for further details).

At the end of these tests, a fortunate result emerged: just as
observed for the IBP solution, the aliquots collected after an
exposure time of 120 min (taken from the reaction vessels of the
four degradation systems: TiO,/UV-C, TiO,/UV-A, UV-C, UV-A)
exhibited a very low toxicity against A. salina (mortality rates of
about 5%). This finding ensures that both the photocatalytic
and photolytic systems can therefore be conveniently used to
degrade IBP as toxic by-products are probably not formed under
these conditions.

wileyonlinelibrary.com/journal/jms
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Figure 6. Plots of the relative concentrations of by-products (1, 6, 8, 10, 11) as a function of reaction time for the following systems: (a) TiO,/UV-C, (b)
UV-C, (c) TiO,/UV-A and (d) UV-A. A value of 100 was attributed to the maximum concentration of each by-product. To facilitate visualization, only 5

among the 11 by-products detected are plotted.

Conclusions

The degradation of IBP, one of the most consumed pharmaceuticals
worldwide, in aqueous medium by typical photocatalytic (TiO,/UV-C
and TiO,/UV-A) and photolytic (UV-A and UV-C) systems was inves-
tigated herein. It was verified that all the systems (excepting UV-A)
were able to cause an almost complete degradation of IBP after a
reaction time of 120 min. However, it was also demonstrated that
among the systems evaluated, the TiO,/UV-C photocatalytic process
was the most efficient in promoting both the degradation and min-
eralization of the substrate. Results from high-resolution MS analyses
allowed the detection and characterization of 11 by-products, many
of them persistent even after an exposure of as long as 120 min.
These intermediates were proposed to be formed via a prompt attack
of hydroxyl radicals, reactive species produced in situ under the con-
ditions of both the photocatalytic and photolytic processes, on the
original substrate as well as on the subsequent by-products. Based
on these results, an unprecedented route for the photodegradation
of IBP in aqueous medium could be proposed. This route comprised
mainly the successive oxidation of the original IBP until its final con-
version into CO, and H,O (mineralization). Tests against A. salina
revealed that the 120-min aliquots collected from the four systems
contained compounds with no higher toxicities than IBP. This
fortunate result therefore ensures that any of these systems
(excluding UV-A) can be used to deplete IBP in water bodies.
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Photodegradation of bisphenol A in aqueous medium: Monitoring
and identification of by-products by liquid chromatography
coupled to high-resolution mass spectrometry
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RATIONALE: Environmental bisphenol A (BPA) contamination is currently a matter of concern. This compound can
disrupt the endocrine system by mimicking natural hormones and cause adverse effects on different organisms. In
addition, it has been suggested that BPA can impair brain development, especially in fetuses and children. To efficiently
remove BPA from contaminated water and wastewaters, several emerging technologies have been developed. Most are
based on photodegradation. However, by-products resulting from the application of such methods have not been
properly characterized.

METHODS: The photodegradation of BPA was conducted using two different methods: photocatalysis (TiO,/UV-A and
TiO,/UV-C systems) and direct photolysis (UV-A and UV-C radiation). The degradation process was continuously
monitored to identify and observe the by-products formed under these conditions. Direct infusion electrospray
ionization coupled to high-resolution mass spectrometry in negative ion mode [ESI(-)-HRMS] and liquid
chromatography coupled to high-resolution mass spectrometry (HPLC/HRMS) were employed to monitor these
by-products.

RESULTS: The results revealed that the TiO,/UV-C system was the most efficient in causing both BPA depletion and
mineralization of the organic matter in solution. Moreover, accurate mass data allowed for the assignment of molecular
formulae for seven by-products, many of them unprecedented, formed under these conditions. Thus, a route for the
photodegradation of BPA in aqueous medium could be proposed based on these results. Finally, additional tests revealed
that the by-products showed a higher toxicity against Artemia salina than the primary precursor.

CONCLUSIONS: All of these findings indicate that the identification of by-products arising from oxidative treatments is
of primary importance because such compounds can be more hazardous than their precursors. Copyright © 2014 John
Wiley & Sons, Ltd.

In the past few years, the formation of organic by-products
either in natural waters or in wastewater treatment plants has
attracted increasing interest due to their potential toxicity.!"*!
Particularly, there is mounting evidence that the chlorination
of raw and treated domestic and industrial effluents and
natural water contaminated with pharmaceuticals and
endocrine disrupters can lead to the formation of by-products
that are more toxic than their precursors.”!

Bisphenol A (BPA) (Fig. 1) is a monomer used in the
production of epoxy resins and polycarbonate in the plastics
industry.m Contamination of the environment by BPA has
been a matter of great concern because this compound can
disrupt the endocrine system by mimicking natural hormones
that may have adverse effects on different organisms.>~! In
addition, there is strong evidence that BPA can impair brain

I ——
* Correspondence to: R. Augusti, Departamento de Quimica,
Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte-MG,
31270-901, Brazil.
E-mail: augusti.rodinei@gmail.com

development, especially in fetuses and children.*" As a
result, the use of BPA in the manufacture of baby bottles has
been banned by the European Union, Canada and Brazil.!""?!
BPA in a polymeric epoxy resin form is also widely used as a
coating for metal products, including water supply lines and
beverage cans, which explain its routine detection in treated
water and raw sewage."*7]

The removal of BPA in sewage treatment plants can reach
efficiencies higher than 70%."®! However, inconvenient long
half-lives (t;,2) of days or even weeks for BPA have been
reported depending on the environmental conditions in
which this compound is released."*?%! In addition, up-flow
anaerobic sludge blanket (UASB) reactors promote the
depletion of BPA but usually with low degradation rates.*"!
Supplementary post-treatment processes coupled to such
biological approaches have been employed to enhance
efficiency. In this context, a number of emerging technologies,
such as photodegradation, solar photodegradation,”! and
other advanced oxidative processes,’”>**! have been applied
to efficiently remove organic pollutants (including BPA) from
contaminated water and wastewaters.
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Figure 1. Chemical structure of bisphenol A (BPA).

Although some investigations involving the removal of
BPA from aqueous solution have been reported,?*? few
studies that characterize degradation by-products have been
conducted to date. Herein the degradation of BPA in an
aqueous solution is evaluated using two different systems: direct
photolysis (UV-A and UV-C irradiation) and photocatalysis
(TiO,/UV-A and TiO,/UV-C systems). Both processes,
especially photocatalysis with TiO,, have been frequently
employed to degrade a number of contaminants in aqueous
medium,**?* whereas UV-A light can be conveniently used
to mimic solar radiation.” High-resolution mass spectrometry
(HRMS), used alone or coupled with liquid chromatography
(LC), is employed to identify the recalcitrant by-products
formed under these oxidative conditions. The evaluation of
the toxicities of the ’‘degraded’ aliquots in assays against
Artemia salina is also appraised in the present paper. The
advantages of using Artemia salina in ecotoxicological tests are
that the organism has a wide geographic distribution, relatively
simple laboratory culture and maintenance, high resistance to
manipulation, short life cycle, hi%h fecundity and a remarkable
sensitivity towards xenobiotics.*®!

EXPERIMENTAL

Chemicals

BPA (systematic name: 4,4’-dihydroxy-2,2-diphenylpropane;
elementary composition: C;5H;¢0,; nominal mass: 228.1150 Da)
was purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).
Solvents for chromatographic analyses were methanol (HPLC
grade, ].T. Baker, Phillipsburg, NJ, USA) and ultrapure water.
Ultrapure water, from a Milli-Q system (Millipore, Milford,
MA, USA), was employed to prepare all solutions. Commercial
TiO; (99% anatase), acquired from Sigma-Aldrich, was used as
the semiconductor in the photocatalytic experiments.

Degradation experiments

The experiments were carried out in a jar-test apparatus
(model 218/LDB06, Nova Etica, Jundiai, Sdo Paulo, Brazil)
equipped with six rectangular glass containers, each with a
volume of 2.5 L. Three distinct types of assays were performed:
photocatalysis (using TiO, and UV radiation simultaneously),
photolysis (with UV radiation only) and hydrolysis (with
neither TiO, nor UV radiation). In the photocatalysis and
photolysis experiments two different types of UV radiation
were tested: UV-C and UV-A. The following lamps were used
to provide UV-C and UV-A radiations, respectively: germicidal
(power: 9 W, emission wavelength range: 200-280 nm, model:
PL-S, manufacturer: Philips, The Netherlands) and black light
(power: 9 W, emission wavelength range: 315-400 nm, model:
LY9-H, manufacturer: Ecolume, Brazil). The photocatalytic
or photolytic experiments were conducted using three UV
lamps (UV-A or UV-C), which were placed together inside

a cylindrical quartz tube. The set was immersed in the
rectangular glass containers filled with an aqueous solution of
BPA at 5 mg.L™". Therefore, a total nominal power of 27 W
was applied to each photocatalytic or photolytic experiment.
The concentration of the BPA solution (5 mg.L™), although
much higher than those typically found in environmental
samples, was chosen to make the subsequent chromatographic
analysis easy, eliminating the need for extraction and pre-
concentration steps. The solution was protected from external
light and was stirred for approximately 30 min before the start
of the degradation tests. All tests were performed at room
temperature (24-25 °C) with continuous stirring (250 rpm or
400 s7Y).

In the photocatalytic experiments, 240 mg of TiO, (final
concentration of approximately 120 mg.L™") was used. The
jar-test vessels were externally coated with aluminum foil,
an opaque material, to ensure that ambient light would not
dissipate into the reaction medium. The tests were carried
out in batches over 2 h, during which 20 mL aliquots were
collected at intervals of 0, 5, 10, 15, 30, 60, and 120 min.

The aliquots collected during the photocatalytic experiments
were centrifuged at 4000 rpm for 10 min (centrifuge model
80-20, Centribio, Sao Paulo, Brazil) to remove any suspended
TiO, catalyst. After this procedure, the supernatant was
recovered, protected from light and stored at a temperature
less than 4 °C. The aliquots collected from the photolysis and
hydrolysis tests were also maintained under identical
conditions until their use in total organic carbon (TOC) and
chromatographic analyses.

TOC analyses

Total organic carbon (TOC) analyses were performed using a
TOC analyzer (model TOC-VCPH, Shimadzu, Kyoto, Japan).
The instrument was calibrated using standard solutions of
hydrogen potassium phthalate. The TOC content of each
collected aliquot was obtained indirectly by taking the
difference of the total carbon (TC) and inorganic carbon (IC)
values. The mineralization rates were determined by measuring
the TOC content of the aliquots taken at reaction times of 0 and
120 min. Because the systems TiO,/UV-A, UV-C, and UV-A
yielded negligible mineralization rates (as will be shown below),
a plot of relative organic carbon content as a function of reaction
time was not included herein.

Ecotoxicity tests against Artemia salina

The ecotoxicity tests using brine shrimp (Artemia salina) were
carried out following the protocol described by Mclaughlin
and coworkers.””! In brief, an aqueous solution of sea
salt (38 g.Lﬁl) was prepared, filtered and added to a 15-cm
diameter plastic container. Subsequently, many Artemia salina
eggs were added to only half of this container, which was
kept protected from light for 24 h, whereas the other half
was continuously illuminated by a 100 W incandescent lamp.
After the eggs hatched, the Artemia salina organisms migrated
to the lit side so that a small portion of this solution with adult
individuals was collected and transferred to a cylindrical glass
vial with a 3-cm diameter. The final volume was adjusted to
1.0 mL by adding the above-mentioned sea salt solution. Next,
4.0 mL of the original BPA solution (at 5 mg.L’l) or a reaction
aliquot collected from the degradation experiments at
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timepoints of 5, 10, 15, 30, 60, and 120 min were added to the
vial for a total volume of 5.0 mL. The vial was then incubated
under light for 24 h. After incubation, the percentage of
immobilized organisms was determined. The assays with
each aliquot were carried out in triplicate to estimate the
toxicity of BPA photodegradation by-products.

Analyses by direct infusion mass spectrometry and LC/MS

Direct infusion analyses were conducted on a mass spectrometer
(IT-TOF, Shimadzu, Tokyo, Japan) equipped with an electrospray
ionization (ESI) source with high-resolution and mass accuracy
(<5 ppm) capabilities operating in negative ion mode under
the following conditions: ESI (electrospray) voltage of -3.5 kV;
nebulizer gas flow rate (N,) of 1.5 L.min; curved desorption line
(CDL) interface temperature of 200 °C; drying gas pressure of
100 kPa; and octopole ion accumulation time of 100 ms. The
collected aliquots (5 pL) were directly introduced into the
ESI source via the HPLC autosampler (SIL 20AC; Shimadzu
Corp., Kyoto, Japan) at a flow rate of 200 pL.min™" with
HPLC-grade methanol (Merck, Germany). A mass-to-charge
(m/z) range of 50-500 was recorded for each aliquot analyzed.
The HPLC/HRMS analyses were performed on a high-
performance liquid chromatograph (Prominence LC-20AD;
Shimadzu Corp.) coupled with the aforementioned hybrid
mass spectrometry device. The liquid chromatography
system was also equipped with a binary pump and the
aforementioned autosampler. In these analyses, the mass
spectrometer was set to operate under the conditions as
specified above. An ACE C18 column (2.1 x 100 mm
dimensions with a 3-um particle diameter) was used.
Chromatography employed mobile phases of water (A) and
methanol (B) at a flow rate of 0.2 mL.min™". The gradient
program started at 30% B, increased to 50% B in 4 min, and
then to 100% B over 3 min, which was then maintained for
3 min. At the end of the chromatographic run, the column was
re-equilibrated to the initial conditions for 4 min. A total time
of 14 min was therefore employed for each chromatographic
run. A sample volume of 5 L. was used for each HPLC/HRMS
analysis. Extracted-ion chromatograms were generated for the
characteristic ions of BPA and its by-products (see further
discussion below).

RESULTS AND DISCUSSION

Kinetics of BPA degradation

Figure 2 displays plots of BPA concentration as a function of
time during the photocatalysis (TiO,/UV-C and TiO,/UV-A),
photolysis (UV-C and UV-A) and hydrolysis (with no TiO,
and UV radiation) experiments. These plots were constructed
using the chromatographic peak areas measured from the
extracted-ion chromatograms (deprotonated BPA, m/z 227.1071)
for each collected aliquot. Note that the results of the hydrolysis
experiments indicated that BPA is quite stable in aqueous
solution. Moreover, an analogous control experiment indicated
that the amount of BPA adsorbed by TiO, in the absence of
UV radiation was negligible after 120 min.

The heterogeneous photocatalytic and direct photolytic
systems with UV-C irradiation caused the removal of 98%
and 70% of the BPA, respectively, after 120 min. The high

100w —=
NAL .
N, ——=Ti0/UV-C
80 ——Ti0,/UV-A
——UV-C
60 —UV-A

AlA

20 \ —=— Hydrolysis
20
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Reaction Time (min)

Figure 2. Plots of the relative concentration of bisphenol A
(BPA) in aqueous medium as a function of reaction time.
The concentration of BPA was determined by HPLC/HRMS
directly from aliquots collected at assorted times for the
following processes: photolysis (UV-A and UV-C), photocatalysis
(TiO,/UV-A and TiO,/UV-C) and hydrolysis (one determination
for each aliquot). A and A, refer to the chromatographic peak
areas at reaction times t and 0, respectively.

degradation rates achieved by the UV-C photolytic system is
most likely due to the partial overlap of wavelengths emitted
by the UV-C lamp (100-280 nm with a maximum emission at
254 nm) and wavelengths absorbed by BPA (absorption up to
290 nm with a Amax at 276 nm). A similar rationale explains
why BPA removal was almost 0% when UV-A radiation
(emission region at 315-400 nm with a Ayax of 360 nm) was
applied. The results shown in Fig. 2 also indicate that the TiO,
catalyst is of prime importance to achieve BPA degradation,
especially when UV-A radiation, a mimic of solar radiation, is
employed (the degradation rate of BPA by the TiO,,UV-A
system reached 77% after 120 min). These findings indicate that
BPA removal by the photocatalytic systems was caused by the
in situ formation of hydroxyl radicals (OHe) via the interaction
of water molecules with the positive holes (h") at the valence
band of the excited TiO, catalyst. Hydroxyl radicals are highly
reactive with a high reductive potential that promptly promote
a nonspecific attack on organic molecules, which leads to their
oxidation and subsequent mineralization. These results are in
accordance with data from the literature,®®! which attest that
a minimum of 3.2 eV (A <385 nm) is needed to excite electrons
from the valence to the conduction band of TiO,.

Table 1 shows the rate constants (k) and half-lives (t;,,)
calculated for BPA degradation promoted by the photocatalytic
(TiO,/UV-A and TiO,/UV-C) and photolytic (UV-C and UV-A)
systems. The experimental data, namely, the relative
concentrations of BPA as a function of time, were described

Table 1. Kinetic parameters obtained for the degradation
of bisphenol A in aqueous solution induced by the
photocatalytic (TiO,/UV-C and TiO,/UV-A) as well as
the photolytic (UV-C and UV-A) systems. A first-order
model was used to describe the experimental data for each
degradation system

k tl /2
Degradation system R? (min™) (min)
TiO,/UV-C 0.994 0.032 21.66
UV-C 0.987 0.010 69.30
TiO,/UV-A 0.981 0.010 63.00
UV-A - - -
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adequately by a first-order kinetic model. In all the first-order
kinetic plots of In(C;/C,) (C, and C; refer to the relative
concentrations of BPA at the beginning and at a given reaction
time, respectively) versus time, the correlation coefficients R?
ranged from 0.981 to 0.994 for the UV-C and TiO,/UV-A systems,
respectively. The data displayed in Table 1 confirm therefore
that the photocatalytic systems more efficiently degrade BPA
than the analogous photolytic processes, given that
t1/2 (TO,/UV-A) << t1/2 (UV-A) and ty > (THO/UV-C) < 2 (UV-C).

Mineralization

Although higher BPA removal efficiencies (over 70% after
120 min) were achieved by employing the TiO,/UV-C,
TiO,/UV-A and UV-C systems (Fig. 2), the TOC data revealed
that BPA was not mineralized to a similar extent, even after a
treatment time as long as 120 min. For instance, the highest
mineralization rate (28%) was achieved by the application of
the TiO,/UV-C system. The other systems evaluated herein,
namely, TiO,/UV-A, UV-C and UV-A, yielded negligible
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Figure 3. ESI(-)-HRMS spectra of the aliquots collected at assorted times from
the reaction vessel containing an aqueous solution of BPA exposed to the TiO,/
UV-C system: (a) 0 min; (b) 30 min; (c) 60 min; and (d) 120 min. Emerging ions
are indicated in the mass spectra of the reaction aliquots.

Table 2. Retention times (tg) and molecular formulae (calculated from HRMS data) of BPA and its main photodegradation
by-products

Molecular Molecular [M-H]~ [M-H]~ Error tr
Compound formula mass (M)* Theoretical Experimental (ppm) DBEP (min)
BPA Cy5H160, 228.1150 227.1072 227.1071 -0.44 8 8.95
1 Ci5H1603 2441099 243.1021 243.1022 -0.41 8 8.50
2 Cy15H1604 260.1049 259.0970 259.0963 -2.70 8 7.85
3 Cy5H140; 242.0943 241.0865 241.0869 1.66 9 7.80
4 CoH1,05 168.0786 167.0708 167.0714 3.59 4 3.40
5 CoH1004 182.0579 181.0501 181.0509 3.87 5 1.50
6 C;HgOy 156.0423 155.0344 155.0347 1.94 4 1.45
7 CeHgO4 142.0266 141.0188 141.0183 -1.34 4 1.35
?Accurate mass calculated by LCMS-Solutions software.
PDouble-bond equivalence.
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mineralization rates. Therefore, these results indicate that
most of the original BPA was converted into recalcitrant
by-products.

Identification of by-products: proposal of a degradation route

The aliquots collected during the degradation experiments
were analyzed first by direct infusion HRMS. For instance,
the mass spectra determined from the aliquots collected from

x1,000,000)
5.0
251
0.0 2.5 5.0 7.5 . 10.0 125
x1,000,000)
5.0 Extracted-Ion Cromatograms 1 BPA
2
2.5
A
0.0+ T . O T : T e s
0.0 25 50 73 10.0 12,5

Figure 4. Full scan and extracted-ion chromatograms (m/z
227.1072, 243.1021 and 259.0970 for BPA, by-product 1 and
by-product 2, respectively) recorded from an aliquot collected
from the TiO,/UV-C reaction system after an exposure time
of 60 min.

the TiO,/UV-C system are displayed in Fig. 3. The observation
of additional ions that were exclusively detected in the mass
spectra of the reaction aliquots is most likely related to the
formation of by-products over the course of the reaction.
A meticulous inspection of these mass spectra allowed
for the identification of seven by-products (1-7) arising
from the photodegradation of BPA. The HRMS data allowed
for the proposal of molecular formulae for all of these
by-products with a maximum error of 4 ppm between the
experimental and theoretical accurate masses of their
deprotonated forms (Table 2).

The formation of each by-product (1-7) created during
photodegradation could then be monitored by HPLC/
HRMS. For instance, Fig. 4 shows the full scan and three
representative extracted-ion chromatograms (m/z 227.1072,
243.1021 and 259.0970 for BPA, by-product 1 and by-product
2, respectively) from the reaction aliquot that was collected
after exposing the BPA solution for 60 min to the TiO,/UV-C
system. Full scan and extracted-ion chromatograms (for
by-products 1-7) were acquired for all aliquots collected
from the four degradation systems investigated. These
chromatographic data (peak areas) were analyzed to build
plots of the relative concentration of each by-product (1-7)
versus reaction time (Fig. 5). Additional experimental replicates
using three independent reaction vessels treated in the
same manner as the TiO,/UV-C system revealed that the
chromatographic peak areas for all compounds (BPA and
by-products) exhibited negligible variation among the aliquots
collected at identical reaction times. In fact, the average relative
standard deviation of approximately 5% for these measurements
was much smaller than the changes in the relative concentrations
of BPA and by-products. Because of this, error bars were not
included in the plots displayed in Figs. 2 and 4. For the TiO,/
UV-C system (Fig. 5(a)) all of the by-products (1-7) remained
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Figure 5. Plots of the relative concentrations of the degradation products of BPA (1-7)
versus time for the following systems: (a) TiO,/UV-C; (b) UV-C; (c) TiO,/UV-A; and
(d) UV-A. The concentrations of the by-products were determined by HPLC/HRMS
directly from the aliquots collected at assorted times (one determination for each
aliquot). A and A, refer to the chromatographic peak areas at reaction times t and 0,
respectively. A value of 100 was attributed to the maximum relative concentration of

each by-product.
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in solution after 120 min of exposure (note that by-products
5 and 6 reached their maximum relative concentration at this
time). However, a distinct behavior was observed for the UV-C
system (Fig. 5(b)): after an identical exposure time (120 min)
by-products 1, 2, 3, 4 and 7 reached their maximum relative
concentrations, whereas compounds 5 and 6 could not be
detected. After 120 min of treatment by the TiO,/UV-A system
(Fig. 5(c)), by-product 7 was the only one not noticeable, whereas
compounds 2, 4 and 6 were observed at their maximum relative
concentrations. Finally, the behavior of the UV-A photolytic
system was completely different in comparison with the other
processes but consistent with the results previously described
(Fig. 2): its application on the BPA solution yielded no
degradation products (Fig. 5(d)).

Based on these results as well as on the well-known
reactivity of hydroxyl radicals towards organic molecules
in aqueous medium, a route for the photodegradation of
BPA could therefore be proposed, as outlined in Fig. 6.
Hence, it was proposed that BPA undergoes successive

C15H605

Cy5H1403

hydroxylations to yield the hydroxylated compounds 1
(Cy5H1603) and 2 (Cy5H1604). By-products 1 and 2 were
identified because they contain one or more additional
oxygen atoms in relation to BPA (C;5H;60,) but have the
same DBE (double-bond equivalence) (Table 2). The correct
position of the extra hydroxyl groups in the chemical
structures of by-products 1 and 2 could not be conclusively
established exclusively from the information provided by
HRMS. The information provided by the fragmentation
profiles (not shown) of both species (deprotonated forms
of 1 and 2) were also useless in accomplishing this task as
the unique fragments that could be observed arose from
the loss of water molecules. For the sake of simplicity,
however, only one among the several possible isomers
(by-product 1: hydroxylation at C5; by-product 2: two
hydroxylations at C5 and C6) formed under these
conditions is represented in Fig. 6. Note that the retention
times of BPA and by-products 1 and 2 are in the following
order: BPA > 1 > 2 (Table 2 and Fig. 4). This retention

Coly004
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Figure 6. Proposed route for the degradation of bisphenol A (BPA) in water as
induced by the photodegradation systems.
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order is reasonable because the most polar degradation
product (2) should elute faster from the non-polar
(C18) chromatographic column in relation to the other
compounds. Similarly, the retention time of 1 is less than
that of BPA.

Other by-products were directly generated from 1. Hence,
quinone 3 (C;5H;405) was proposed to form by the oxidation
of 1 (C15H;603), whereas the formation of 4 (CoH;,0;) may
have been proceeded by the attack of a hydroxyl radical at
C2 of 1 followed by the release of a phenolic moiety. In
sequence, quinonic intermediate 5 (CoH;0O4) was formed
via two distinct channels: by a hydroxyl radical attack at C2
of 3 or via the oxidation of the two OH groups of 4. On the
other hand, degradation products 6 (C;HgO,) and 7
(CcHgO4), which are most likely acyclic compounds but for
which no structures were proposed herein, could be
generated by successive hydroxylations of intermediate 5
followed by ring opening. Finally, intermediates 6 and 7
could be easily mineralized under these oxidative conditions
to form carbon dioxide and water.

Some of these intermediates (or one of their positional
isomers) have been previously reported. For instance, Torres
and coworkers™! studied ultrasonic cavitation degradation
of BPA and reported the formation of intermediates 1 and 2.
Deborde and coworkers'*”! investigated BPA oxidation by
ozone in aqueous solution and reported the formation of
compounds 1, 2 and 3. Poerschmann and coworkers!! also
described the generation of intermediate 1 during the
oxidative degradation of BPA.

Toxicity assessment

Although several reports have described the degradation of
BPA, little is known about the toxicity of its by-products. As
can be observed in Fig. 5, many compounds remain in
solution after 120 min of treatment by the photodegradation
systems. To evaluate the toxicity of BPA and its transformation
products, tests with Artemia salina were performed. These
simple ecotoxicity tests were performed with all the aliquots
collected (0, 5, 10, 15, 30, 60, and 120 min) from all the
experiments (TiO,/UV-C, TiO,/UV-A, UV-C, UV-A) to verify
whether the toxicity of such ‘degraded” aliquots could be higher
than that of the original BPA solution. The mortality rates of
Artemia salina were determined in each case. A control test
with saline solution was also employed as explained in the
Experimental section.

The initial aliquot (0 min) showed that the BPA solution
exhibited a high degree of toxicity against Artemia salina
(mortality rates of approximately 50%). The results showed
that toxicity increased (mortality rates of approximately
80%) for the ’degraded’ aliquot collected after 120 min
exposed to the TiO,/UV-C system. For the other systems
(TiO,/UV-A, UV-C, UV-A), however, the mortality rates were
nearly the same as that of the initial BPA solution. These
results therefore indicate that, although a higher mineralization
rate was achieved by the application of the TiO,/UV-C system,
the degradation products accumulated in this solution after an
exposure time of 120 min seemed to possess higher toxicity
against Artemia salina than that measured for BPA. The
hypothesis that the difference in the mortality rates could be
caused by a pH difference between the original and final
samples was rejected because the ApH was insignificant.

CONCLUSIONS

The degradation of BPA in aqueous medium by typical
photocatalytic (TiO,/UV-C and TiO,/UV-A) and photolytic
(UV-A and UV-C) systems was investigated. The use of
direct infusion HRMS and HPLC/HRMS furnished
valuable information that allowed for the identification and
characterization of seven by-products, many of them
unprecedented, arising from the successive oxidation steps
of BPA induced by in situ generated hydroxyl radicals. Based
on these results, a novel route for the photodegradation of
BPA was proposed. Tests against Artemia salina revealed that
the "degraded’ aliquot collected from the TiO,/UV-C system
(after 120 min) exhibited higher toxicity than that of the
original BPA solution. This result therefore indicates that the
application of processes to degrade organic contaminants in
water bodies must be cautiously implemented. Finally, the
presented results may shed light on the fate of BPA released
in natural water systems.
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