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RESUMO

O estudo de interferentes enddcrinos em aguas tem sido relevante devido aos
efeitos deletérios promovidos por estes compostos, encontrados no ambiente em
baixissimas concentracdes, na faixa de ng L™ até ug L™. Horménios estrégenos séo
importantes interferentes enddcrinos. Neste trabalho, foi avaliada a influéncia da 8-
ciclodextrina (3-CD) na degradacgdo dos horménios estrégenos 173-estradiol (E2) e
170-etinilestradiol (EE2) por processo Fenton e foto-Fenton, com irradiacéo artificial.
Por meio de métodos espectrofotométricos, determinou-se que a estequiometria de
inclusdo de E2:-CD e EE2: B-CD € 1:1, e a constante de inclusdo assume valores
da ordem de 10° L mol™ para ambos os horménios. A constante de complexacao
Fe?-B-CD apresentou maior valor em pH 4,0, quando comparados aos valores
encontrados em pH 2,5 e 6,0. J4 a constante de complexacédo Fe**-B-CD foi maior
em pH 6,0. A degradacgéo de E2 e EE2 foi determinada por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) e a mineralizacdo por determinagfes de carbono organico
total (COT). Foi observado que o processo Fenton (Fe?* = 0,01 mmol L™ e H,0, =
0,5 mmol L") em pH 2,5 e 4,0 reduziu a concentracdo do EE2 a valores abaixo do
limite de deteccdo do equipamento apés 90 minutos de reagdo e em pH 6,0, a
reducdo na concentragdo alcancou somente 50% apds 0 mesmo tempo; entretanto,
ndo ocorreu a remogdo do COT das amostras, indicando que houve a formagéo de
intermediérios de reagdo. Na presenca de -CD, a eficiéncia da reacéo de Fenton foi
menor e a redugdo na concentracdo de EE2 chegou a cerca de 50% nos valores de
pH testados. Novamente, ndo foi observada remocdo do COT das amostras.
Observou-se que a degradacdo do EE2 por processo foto-Fenton reduz a
concentracdo do hormdnio até abaixo do limite de deteccdo do equipamento apos 30
minutos de reacdo nos valores de pH 2,5 e 4,0 e cerca de 60% apds 60 minutos de
reagdo em pH 6,0. Sob irradiacdo, 80% de mineralizagéo foi observada em pH 2,5,
indicando a degradacdo dos intermediarios formados. Na presenca de (3-CD, o
processo foto-Fenton teve sua eficiéncia reduzida em pH 2,5 e 6, mas em pH 4, a
remocéo de COT foi favorecida alcangcando quase 100%. A aplicacdo do processo
foto-Fenton na degradagcdo do E2 mostrou que a redugcdo na concentracdo deste
hormonio em pH 2,5 e 4,0 chegou a 50% apo6s 120 minutos de reagdo. Embora a
eficiéncia da reacdo nestes dois valores de pH tenha sido semelhante, 0 consumo
de peroxido de hidrogénio foi maior em pH 4,0. A adi¢do de B-CD nao resultou em
aumento da eficiéncia de degradacdo do E2 por processo foto-Fenton em pH 2,5 e
4,0. Tanto na presenca quanto na auséncia de B-CD, foi observada baixa formagéo
de intermediarios de reacgdo, evidenciada pelos cromatogramas, que pode ser
associada ao sequiestro de radicais pelo metanol, presente no sistema.

Palavras-chave: Interferentes enddcrinos. Processos oxidativos avancados. B-
ciclodextrina.



ABSTRACT

The study of endocrine disruptors in water has been important due to the deleterious
effects promoted by these compounds, found in the environment at very low
concentrations. Estrogens are important endocrine disruptors. In this study, the
influence of B-cyclodextrin (3-CD) in the degradation of the hormones estrogen 17(3-
estradiol (E2) and 17a-ethinylestradiol (EE2) by Fenton and photo-Fenton process
using artificial irradiation was evaluated. Using spectrophotometric methods, it was
determined that the stoichiometry of the inclusion of E2 and EE2 in B-CD is 1:1, and
the inclusion constant assumes values around 10° L mol™ for both hormones. The
Fe?*-B-CD complexation showed the highest value at pH 4.0, which was compared to
values found at pH 2.5 and 6.0. The Fe?-B-CD complexation was higher at pH 6.0.
The degradation of E2 and EE2 was determined by high performance liquid
chromatography and mineralization by determination of total organic carbon (TOC). It
was observed that the Fenton process (Fe** = 0,01 mmol L™ e H,0, = 0,5 mmol L?)
at pH 2.5 and 4.0 reduced the concentration of EE2 to values below the detection
limit of the equipment after 90 minutes of reaction and at pH 6.0, the reduction in the
concentration reaches only 50% after same time. However, the removal of TOC of
the samples is not observed, indicating the formation of intermediates. In the
presence of B-CD, the reaction efficiency is reduced and the reduction in the
concentration of EE2 reaches about 50% at the pH values tested. Again, there was
no mineralization of the samples. It was observed that the degradation of EE2 by
photo-Fenton process reduces the concentration of the hormone to levels below the
detection limit of the equipment after 30 minutes of reaction at pH 2.5 and 4.0 and
about 60% degradation is observed after 60 minutes reaction at pH 6.0. The
mineralization in these samples reached 80% at pH 2.5, indicating degradation of the
intermediates formed. In the presence of 3-CD, the photo-Fenton process has lower
efficiency at pH 2.5 and 6, however, at pH 4, the mineralization achieved almost
100% The application of photo-Fenton process in the degradation of E2 showed that
the concentration of this hormone at pH 2.5 and 4.0 decreased to 50% after 120
minutes of reaction. Although the reaction efficiency has been similar in these pH
values, the hydrogen peroxide consumption, was higher at pH 4.0, when it was
almost 100% compared with 70% consumed after 120 minutes of reaction at pH 2.5.
The addition of B-CD did not increase the efficiency of E2 degradation by photo-
Fenton at pH 2.5 and 4.0. In both presence and absence of B-CD, the formation of
reaction intermediates was low, as evidenced by the chromatograms, what may be
associated with the removal of radicals by methanol, present in the system.

Keywords: Endocrine disruptors. Advanced oxidation processes. (3-cyclodextrin.
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Figura 49. (A) Degradacédo de E2 por processo foto-Fenton sob irradiagéo
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

B-CD B-ciclodextrina

pg Lt Micrograma por litro

pL Microlitro

pm Micrémetro (10 m)

Cl Carbono inorgéanico

CLAE Cromatografia liquida de alta eficiéncia
COoT Carbono orgéanico total

CT Carbono total

Ccv Coeficiente de variacéo

DAD Detector de arranjo de diodos

E2 17B-estradiol

EE2 17a-etinilestradiol

FTIR Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
Kow Coeficiente de particdo octanol-agua
mg L™ Miligrama por litro

min minuto

ng L™ Nanograma por litro

POA Processos oxidativos avancados

R Recuperacao

uv Ultravioleta

Vis Visivel

viv Volume por volume
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1. INTRODUCAO

1.1. CONTAMINANTES EMERGENTES

Uma das principais e mais recentes preocupacdes sociais € a protecdo do
ambiente e de seus recursos naturais.

Em algumas regifes do planeta, a 4gua ja se tornou escassa e 0 acesso a ela
se torna cada vez mais dificil (Figura 1). O crescimento populacional e os avangos
da agricultura e industria fazem com que a demanda por recursos hidricos seja cada

vez maior.

W Menos de 50%
50-70%

= 76-90%

B 91-100%

M bados insuficientes

Figura 1. Porcentagem da populagdo mundial com acesso a agua potavel em 2008 (Fonte:

Ministério da Educacéao e Cultura).

Dessa maneira, se faz necessario 0 uso consciente da agua, assim como a
busca por alternativas que permitam o reuso da mesma.

Nas Ultimas décadas, com o aprimoramento de técnicas analiticas que
permitiram a deteccdo e a quantificagcdo de substancias a nivel traco, houve um

aumento de substancias detectadas em aguas bem como a descoberta de diversos
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micropoluentes em ambientes aquaticos. Esses micropoluentes, chamados de
contaminantes emergentes, estéo presentes em concentracdes da ordem de pg L™ e
ng L' (KVANLI et al., 2008; WELLS et al., 2009).

De maneira geral, os diversos contaminantes emergentes sao substancias
associadas a industrializacdo, a agricultura e ao aumento populacional (BLASTO;

PICO, 2009). O Quadro 1 apresenta alguns contaminantes emergentes aquaticos.

Quadro 1. Principais contaminantes aquaticos considerados emergentes.

Produtos de desinfecgao Bromatos, trihalometanos, acido

tricloroacético
Substancias inorgéanicas Arsénio, chumbo, cobre, selénio, télio

Substancias organicas Acrilamidas, benzopirenos, dioxinas,

clorobenzenos, lindano, alquilfendis

Farmacos Diversas classes terapéuticas

Produtos de higiene pessoal Fragrancias, triclosan

Hormonios Etinilestradiol, estrona, dietilestilbestrol,
fitoestrogenos

Desinfetantes para tratamento de &gua  Cloraminas, di6xido de cloro

Fonte: ELJARRAT; BARCELO, 2003; USEPA, 2009.

Infelizmente, a legislacdo vigente ndo estabelece limites seguros para estes
contaminantes, jA que estes passaram a ser detectados no ambiente nas ultimas
décadas e a legislacao se refere a contaminantes identificados ha muitos anos atras.

Atualmente, estuda-se a ocorréncia destes contaminantes, os efeitos deletérios

24



25
Introducdo

produzidos em organismos a eles expostos e as alternativas na remogdo dos

mesmos do ambiente (BOLONG et al., 2009).

1.1.1. Interferentes enddcrinos

O termo interferente enddcrino, do inglés endocrine disruptor, comegou a ser
empregado na década de 90 pela pesquisadora Theo Colborn para denominar
substancias quimicas presentes no ambiente, capazes de se acumular no solo e nos
sedimentos dos rios, contaminar a cadeia alimentar, se ligar a receptores enddocrinos
e promover alteracdes na sintese, secrecdo, metabolismo ou acdo hormonais de
organismos (COLBORN; SAAL; SOTO, 1993). Atualmente, o Programa Internacional
de Seguranca Quimica (International Programme on Chemical Safety, IPCS) define
como interferente endocrino substancias ou misturas presentes no ambiente
capazes de interferir no sistema enddcrino, causando efeitos adversos em um
organismo intacto ou em sua prole (FONTENELLE et al., 2010).

Muitas substéncias quimicas, algumas naturais outras sintéticas, tém sido
identificadas como interferentes da atividade endécrina em organismos, inclusive em
humanos (KUSTER et al., 2009).

Como principais substancias que atuam como interferentes endocrinos estdo
algumas classes de pesticidas, conservantes, alguns surfactantes, plastificantes,
medicamentos, horménios naturais e sintéticos, entre outros (RICHARDSON;
TERNES, 2005). O Quadro 2 mostra os principais interferentes endécrinos

conhecidos, relatados na literatura.



Quadro 2. Principais interferentes enddcrinos conhecidos.
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Ftalatos
Alquilfendis
Octilfenol
Nonilfenol
Organoclorados
Bisfenol
Bisfenol A
Parabenos
Metilparabeno
Etilparabeno

Benzilparabeno

Pesticidas

DDT

Atrazina

Lindano

Bifenilas policloradas
Metais pesados
Chumbo

Cédmio

Mercurio

Zinco

Compostos de

estanho

Retardantes de chama
Hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos
Fitoestrégenos
Isoflavonas, lignanas
Estrégenos sintéticos
Dietilestilbestrol
17a-etinilestradiol
Estrégenos naturais
17p-estradiol

estrona

Fonte: BILA; DEZOTTI, 2007.

1.1.1.1. Fontes dos interferentes enddcrinos no ambiente

A principal via de exposicdo a interferentes enddcrinos é a agua. Isso

acontece porque a agua atua como destino final de inUmeros contaminantes

(TERNES et al., 1999).

A origem de interferentes endocrinos no ambiente pode ser dividida em fontes

pontuais e ndo-pontuais. As fontes pontuais incluem descarga de esgotos municipal

e industrial, efluentes da pecuéria, lixiviacdo de aterros e liberacdo de esgoto

domeéstico. Ja as fontes ndo-pontuais incluem descarte da agricultura, lixiviagdo de
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asfalto e deposicdes atmosféricas (BOLONG et al.,, 2009; GHISELLI; JARDIM,
2007).

A presenca de interferentes enddcrinos em alimentos e agua potavel ja foi
descrita (BEDDING et al., 1982; HARTMANN; LACORN; STEINHART, 1998). Outras
fontes de interferentes endécrinos sdo produtos de higiene pessoal, cosméticos,
brinquedos, embalagens e até mesmo em material particulado na atmosfera. Estima-
se que cerca de 90% dessas substancias sejam absorvidas por via digestiva,
embora também seja possivel o contato por meio das vias respiratoria e cutédnea

(BILA; DEZOTTI, 2007).

1.1.1.2. Efeitos observados em organismos

Os compostos interferentes endocrinos ndo apresentam uma estrutura
guimica especifica, mas promovem um mesmo efeito biologico (BLEDZKA,
GRYGLIK; MILLER, 2009; LI et al., 2008).

Observou-se que interferentes endécrinos em concentracdes de 1,0 ng L™
sdo capazes de promover efeitos bioldgicos em organismos. Entretanto, esse valor
ainda é alvo de discusséo, tendo em vista que outros fatores de cada individuo,
fenotipicos e genotipicos, podem interferir no surgimento de tais efeitos (KUSTER et
al., 2009).

Entre os varios efeitos provocados pelos interferentes endocrinos em
organismos humanos descritos na literatura, os mais importantes incluem alteragbes
na fungdo reprodutiva, baixa contagem de células reprodutivas masculinas e
infertilidade, crescimento celular desordenado e aumento da incidéncia de diferentes

formas de cancer (CALIMAN; GAVRILESCU, 2009).
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Sao também descritas alteracdes metabodlicas como obesidade, diabetes e
outros desvios de metabolismo (NEWBOLD; PADILLA-BANKS; JEFFERSON, 2009).
Outros efeitos relatados incluem bioacumulacgédo e toxicidade crénica (FONTENELLE
et al., 2010).

Em organismos aquaticos diretamente expostos a estas substancias, foram
descritos efeitos como feminizacdo de individuos machos, prejuizo em funcdes
reprodutivas e embrionarias, e alteracdes nos ciclos de vida dos organismos

expostos (HARMON, 2009; JUKOWSKY; WATZIN; LEITER, 2008).

1.1.2. Hormbnios estrégenos

Os hormobnios estrogenos sdo importantes interferentes enddécrinos. Em
mamiferos, os estrégenos sao sintetizados principalmente nos ovarios, e em outros
tecidos como testiculos, cérebro, hipotalamo, tecido adiposo e placenta. Hormoénios
estrogenos derivam de colesterol e pregnenolona, que séo transformados em
androstenediona e testosterona; estes Ultimos sdo os precursores diretos dos trés
principais estrogenos naturais: estrona, estradiol e estriol (COMBALBERT;
HERNANDEZ-RAQUET, 2010).

Estrégenos séo constituidos por 18 atomos de carbono, distribuidos em trés
anéis hexagonais, denominados A, B e C, e um pentagonal (D). A diferengca na

posicdo dos substituintes hidroxilicos no nucleo ciclopentano-fenantreno é o que

diferencia as moléculas estrogénicas (Figura 2).
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=)

Figura 2. Estrutura quimica do nucleo ciclopentano-fenantreno.

A solubilidade dos estrégenos em agua é baixa. Estudos mostram que a
solubilidade aproximada dos estrogenos naturais € menor que a dos estrégenos
sintéticos, e ambas variam entre valores de 3 a 19 mg L™ (SHAREEF et al., 2006). O
coeficiente de particdo octanol-agua (K,,) dos estrogenos varia entre 2,8 e 4,6,
sendo que a hidrofobicidade é particulamente alta para estrégenos sintéticos. A
baixa pressdo de vapor denota a baixa volatilidade destes compostos

(COMBALBERT; HERNANDEZ-RAQUET, 2010).

1.1.2.1. Estradiol e etinilestradiol

Neste trabalho, foi estudada a degradagdo de dois hormdnios estrégenos,
17B-estradiol (E2) e 17a-etinilestradiol (EE2), os quais sdo mostrados na Figura 3.
Entretanto, devido a disponibilidade, este trabalho foi executado usando o valerato

de 17B-estradiol como modelo para a molécula de 17B-estradiol.



30

Introducdo

~C=CH

HO

Figura 3. (A) Estrutura quimica do 17B-estradiol e (B) do 17a-etinilestradiol.

Tais substancias séo utilizadas principalmente na terapia de reposicéo
hormonal feminina e em formulagdes de contraceptivos orais (NOPPE et al., 2005).
O uso de estrogenos no tratamento de artrite reumatoide e na melhora dos sintomas
do mal de Parkinson tem sido estudado nos ultimos anos (CUTOLO, 2010; GILLIES;
McARTHUR, 2010).

17p-estradiol e 17a-etinilestradiol tém, respectivamente, origem natural e
sintética. Ambos séo os mais potentes estrogenos conhecidos, quando comparados

a outras moléculas de reconhecida estrogenicidade (Tabela 1).
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Tabela 1. Estrogenicidade relativa de alguns hormdnios.
Molécula Atividade estrogénica relativa
17B-estradiol 100
17a-etiniltestradiol 246
17a0-estradiol 0,26
estrona 2,54

Hormonios conjugados (produtos de metabolismo)

17B-estradiol 3-sulfato 2,5

17B-estradiol 17-D-glucoronideo 2,0

Fonte: LAI et al., 2000.

As principais fonte de estradiol e etinilestradiol s&o o aporte humano e a
pecuaria. Embora todos os mamiferos silvestres excretem hormdnios estrégenos
diariamente, a contribuicdo desta fonte € desconsiderada. A Tabela 2 mostra a

estimativa de excrecao diaria dos dois horménios por humanos.

Tabela 2. Excrecao diaria per capita de horménios estrégenos (em pg).

17B-estradiol 17a-etinilestradiol
Homens 1,6 -
Mulheres em menstruacao 3,5 -
Mulheres em menopausa 2,3 -
Gestantes 259 -
Usuérias de contraceptivos orais - 35

Fonte: JOHNSON; BELFROID; DI CORCIA, 2000.
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Estima-se que no Brasil sejam vendidos anualmente cerca de 130 milhdes de
caixas de contraceptivos orais. Na década de 60, cada comprimido apresentava uma
dose de horménios estrogénicos que chegava a 150 ug; hoje, esta dose € menor
que 50 pg por comprimido. De todo hormdnio absorvido, uma parcela €
metabolizada pelo organismo e o restante é excretado em sua forma néo-
metabolizada, biologicamente ativa (ANVISA, 2009).

S&o possiveis duas vias de excrecdo de estrogenos por humanos. A forma
conjugada € soluvel em agua e permite que os estrogenos sejam excretados na
urina; tal forma corresponde a 80% do total diario. A forma livre dos estrogenos,
biologicamente ativa, apresenta baixa solubilidade em &agua e € eliminada pelas

fezes (GAULKE et al., 2009; SNYDER et al., 1998).

1.1.2.2. Horménios como contaminantes ambientais

Estradiol e etinilestradiol contribuem com grande parcela dos contaminantes
presentes em efluentes de estagdo de tratamento de esgoto com estrogenicidade
(NOPPE et al., 2005).

Embora a forma conjugada dos estrégenos, biologicamente menos ativa,
contribua com a maior parte dos metabdlitos excretados por um organismo, o
rompimento da conjugacao ocorre no contato com bactérias presentes no ambiente,
como coliformes termotolerantes, produtoras de enzimas hidroliticas especificas.
Esta hidrélise torna novamente ativos os estrogenos lancados nos corpos d agua
(LOPES et al., 2010).

O crescimento continuo da populagdo mundial promoveu, nos ultimos anos,

um aumento significativo dos niveis ambientais de estradiol e etinilestradiol. Isto se
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deve principamente ao difundido uso de contraceptivos orais em mulheres em idade
reprodutiva e como alternativa medicamentosa nas terapias de reposicado hormonal,
que se tornou mais frequente nos Ultimos anos. A ampla utilizacdo destas
substancias como promotores de crescimento em animais de corte também contribui
para o aumento de estrégenos no ambiente (ALVES et al., 2007; LI et al., 2008;
TYLER et al., 2009).

A estabilidade quimica frente a degradacao e a baixa volatilidade favorecem o
depdsito e a biomagnificagdo dos hormdnios (KVANLI et al., 2008). No ambiente, o
etinilestradiol € geralmente mais resistente a degradacdo do que o estradiol.
Trabalhos anteriores afirmam que o estradiol permaneceu inalterado mesmo apos
ser submetido a 120 horas de tratamento em lodo ativado (HWANG et al., 2008;
SNYDER et al., 1998).

Outros estudos mostram que quando submetidos a 12 horas diarias de
irradiacéo natural simulada em laboratorio, estes estrégenos apresentam meia-vida
de pelo menos 10 dias, periodo considerado longo em termos ambientais
(MAZELLIER; MEITE; DE LAAT, 2008).

A eficacia na remocdo dos hormoénios pelos processos convencionais em
estacOes de tratamento € questionada. Dessa maneira, 0s estrOgenos retornam ao
sistema de distribuicdo de agua tratada em concentracdes da ordem de ng L™,
suficientes para promover os efeitos deletérios conhecidos (JANEX-HABIBI et al.,

2009).
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1.2. ALTERNATIVAS NA REMOGAO DE CONTAMINANTES AMBIENTAIS

A preocupagdo em manter 0S recursos naturais é especialmente importante
no caso da agua. Dessa maneira, € necessaria a aplicacdo de métodos viaveis do
ponto de vista tecnolégico e econdmico no tratamento e reutilizacdo deste recurso.
Algumas das tecnologias atuais disponiveis para o tratamento de agua sé&o

mostradas no Quadro 3.

Quadro 3. Métodos convencionais de tratamento de agua.

Tratamentos Fisicos Tratamentos Quimicos
Adsorg¢édo por carvao ativado Catélise

Centrifugagéo Hidrolise

Destilagéo Neutralizagéo

Filtracéo Oxidacao

Floculacao Reducéo

Sedimentacao Precipitacdo
Ultrafiltracédo Fotolise

Eletrodialise Ozonolise

Troca idnica

Adsorcao em material polimérico Tratamentos Bioldgicos
Osmose reversa Lodo ativado

Arraste a ar Lagoa aerada
Cristalizacdo por congelamento Tratamento enzimatico
Micro-ondas Lagoa de estabilizagédo
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Introducdo

De maneira geral, os processos fisicos envolvem transferéncia de fase, o que
exige um posterior tratamento do contaminante. Além disso, 0S processos
biolégicos, hoje amplamente utilizados por serem de baixo custo, requerem um
longo tempo de tratamento do efluente e podem receber contaminantes que nao séo
passiveis de degradacdo pelos microorganismos envolvidos, fazendo com que
permanecam ainda como contaminantes nas lagoas de tratamento.

Atualmente, os métodos convencionais utilizados no tratamento de agua séo
incapazes de remover alguns contaminantes organicos persistentes. A busca por
alternativas mais eficazes é uma necessidade atual. Neste contexto, 0S processos

oxidativos avangados constituem uma importante alternativa no tratamento de agua.

1.2.1. Processos oxidativos avangados (POA)

Os processos oxidativos avancados (Quadro 4) sdo reconhecidos como uma
importante possibilidade para o tratamento de efluentes contendo interferentes
enddcrinos persistentes no ambiente (KLAVARIOTI; MANTZAVINOS; KASSINOS,
2009; LIU; KANJO, MIZUTANI, 2009; MELO et al., 2009; ZHAO; HU; JIN, 2008).
Estes processos geralmente empregam radiacdo ultravioleta ou visivel, catalise
metalica, ozonio, perdxido de hidrogénio, ou combina¢des destes, e exploram a
caracteristica de produzir radicais hidroxila (*OH), espécies fortemente oxidativas

(HABER; WEISS, 1934).
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Quadro 4. Principais processos oxidativos avanc¢ados.

Ozonizagao 0O3/H20,

Os/UV

O3/H,0,/UV
Fotélise de H,0, H.0,/UV
Reagente de Fenton Fe?*/H,0;
Foto-Fenton Fe” ou Fe**/H,0,/UV
Fotocatélise TiO»/UV

TiO,/ H,0,/UV

A formacéo do radical hidroxila, uma espécie altamente reativa e ndo-seletiva,
oxida uma grande variedade de compostos orgéanicos, levando-os a agua, diéxido de
carbono e ions inorganicos (LEGRINI; OLIVEROS; BRAUN, 1993).

A estrutura do contaminante organico rege o tipo de reagdo que ocorre com 0
radical hidroxila. Podem ocorrer reagcbes como abstracdo de atomos de hidrogénio,
adicbes eletrofilicas em moléculas insaturadas ou aromaticas, transferéncia
eletrénica, quando as duas primeiras reacdes ndo sao favorecidas, e finalmente,
reacOes radical-radical, que sdo indesejadas pois podem consumir os radicais

hidroxilas gerados durante a reagcdo (NOGUEIRA et al., 2007).

1.2.1.1. O processo Fenton

Dentre o0s processos oxidativos avancados conhecidos, destaca-se o
processo Fenton. A histéria deste processo data de 1894 quando H. J. Fenton
relatou que o perdxido de hidrogénio poderia ser ativado por ions ferro na oxidacéo

do &cido tartarico (FENTON, 1894).

36



Introducdo

O fundamento do processo esta baseado na formacdo de radicais hidroxila
provenientes da decomposicao catalitica do peréxido de hidrogénio, em meio acido

(PIGNATELLO, 1992).

Fe?* + Hy0, > Fe®* + OH + «OH ki =76 Lmol™s™ (1)

Na auséncia de um substrato, o radical hidroxila formado oxida outro fon Fe?*,

como mostra a Equacéo 2.

Fe? + «OH > Fe*" + OH ko =3,210% L mol™* s 2)

Embora as espécies de ferro existam na forma de aquocomplexos quando em
solucdo aquosa, as aguas de hidratacdo foram omitidas a fim de simplificar as
representacoes.

Os fons Fe*" formados podem decompor H,0, a H,O e O,, de acordo com as
Equacbes 3-7. E importante ressaltar que estas reagées sdo dependentes do pH do

meio, tendo em vista a exigéncia dos ions H" nas reac6es (NOGUEIRA et al. 2007).

Fe®" + H0, == FeOOH*" + H" ks = 0,001- 0,01 mol* s* (3)
FeOOH?* > Fe*" + HO,e 4
Fe? + HO,» > Fe** + HO, ks=1,310°L mol*s*  (5)
Fe* + HO,» > Fe?* + O+ HY ke =1,210°L mol*s*  (6)

H,0; + *OH > HOe + H,0 k;=2,710" Lmolts® (7)
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A Equacdo 7 mostra que H,O, pode atuar como sequestrante de radicais
hidroxila. A formacédo do radical hidroperoxila (HO2¢) é indesejada, pois o potencial
de reducao desta espécie é menor que de *OH. Esse fato ocorre quando H,O, esta
em excesso N0 meio: a reagao entre Fe* e peroxido (Equacao 1) € mais lenta que
as reacdes de sequestro do radical hidroxila pela molécula de peroxido (Equacgéo 7)
(JIANG et al., 2010).

A reacdo de Fenton j& foi utilizada na degradacdo de muitos contaminantes
persistentes como clorofendis, clorobenzenos, halometanos, aminas, entre outros.
Entretanto muitas moléculas ainda séo resistentes ao tratamento oxidativo como

acetona, metanol, parafinas, etc. (BAUTISTA et al., 2008; PERA-TITUS et al., 2004).

1.2.1.2. O processo foto-Fenton

A utilizacdo de radiacdo UV ou visivel potencializa o processo Fenton e,
consequentemente, a degradacdo de compostos organicos (PIGNATELLO, 1992). O
entdo denominado processo foto-Fenton promove formacdo adicional de radicais
hidroxila e fons Fe?*, tornando estes Ultimos novamente disponiveis para a oxidagio

(Equaclbes 8 e 9).

Fe® + H,0 - Fe(OH)*" + H* (8)

Fe(OH)?* + hv > Fe?" + «OH 9)

Os fons Fe?* produzidos na Equacdo 9 voltam a ser oxidados na reacgéo de

Fenton, formando um ciclo Fe?/Fe®".
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Como mencionado anteriormente, os ions ferro, quando em solucdo aquosa,
estdo na forma de aquocomplexos. Por exemplo, em pH 0 e na auséncia de outros
ligantes, o Fe** esta na forma de [Fe(H,0)¢]**. O aumento do pH promove a hidrélise
deste aquocomplexo, formando espécies hidroxiladas, cuja proporcdo depende do

pH (Figura 4).

Coeficiente de distribuicdo das esnécies

Figura 4. Distribuicdo das espécies hidroxiladas de Fe** em meio aquoso, de acordo com o
pH (£ 5,0). Fonte: FENG; NANSHENG, 2000.

A propor¢do de cada espécie de ferro muda em cada faixa de pH. Observa-
se, por exemplo, que a espécie predominante em pH 2,0 é Fe**, enquanto que em
pH 4,0, a espécie predominante é Fe(OH)?".

Cada uma das espécies hidroxiladas de ferro possui um espectro de absorcéo
diferente, o que resulta em diferentes rendimentos quanticos de formacédo de *OH
(FENG; NANSHENG, 2000).

A absortividade destas espécies hidroxiladas em geral se extende até o

comprimento de onda na regido do visivel, o que permite a utilizacéo de irradiacéo
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solar na geracao de radicais hidroxila (FENG; NANSHENG, 2000; NOGUEIRA et al.,
2007).

Concomitante ao processo foto-Fenton, a radiacdo pode promover a fotolise
do peréxido de hidrogénio, gerando dois radicais hidroxila (Equacdo 10). Entretanto,
a contribuicdo desta reagdo no processo foto-Fenton é limitada, visto que a
absortividade do perdxido de hidrogénio é muito baixa (cerca de 20 L mol*cm™ em
254 nm e desaparece acima de 350 nm). Além disso, a contribuicdo depende da alta
concentracdo de H,O,, da baixa concentracdo de Fe?* no meio e da fonte de
irradiagéao.

A recombinacdo de radicais hidroxila formados regenerando o H,O, pode
ocorrer, embora esta reacdo seja pouco Iimportante para a redugcdo da
disponibilidade de *OH (LEGRAND; OLIVEROS; BRAUN, 1993; NOGUEIRA et al.,

2007).

H,0, + hv > 2 «OH (10)

2 «OH > H,0; (11)

Lofrano e colaboradores (2009) compararam 0s processos Fenton, foto-
Fenton e fotocatalise na oxidacdo do catecol, um contaminante organico. A equipe
avaliou a porcentagem de mineralizagdo alcancada e a reducdo na aromaticidade,
observada no comprimento de onda de 280 nm. Enquanto, uma pequena reducao
nestes valores foi observada com a fotocatalise, o processo foto-Fenton promoveu a
mineralizagdo quase completa do catecol, assim como significativa reducdo na

aromaticidade da amostra.
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1.2.1.3. Vantagens e limitagcdes dos processos Fenton

E possivel salientar vantagens do processo Fenton, como reagentes de baixo
custo e ambientalmente seguros — por exemplo o ferro, que é atdxico e abundante
na natureza e o peroxido, que é de facil manuseio se decomp&e em CO; e H,0O; ndo
hé& limitacdes de transferéncia de massa devido & natureza homogénea da reacao.
Além disso, a oxidagdo é eficiente em condi¢cdes brandas de reacdo, que incluem
temperatura e pressdo ambientais, simplificando a aplicagédo do processo (BIGDA,
1995; PIGNATELLO; OLIVEROS; MacKAY, 2006).

A presenca de alguns ions inorganicos como cloreto, sulfato e fosfato, por
exemplo, pode causar a complexacao do ion ferro ou ainda, agir como sequestrante
de radicais hidroxila (DE LAAT; LE; LEGUBE, 2004).

Uma das grandes limitacbes dos processos Fenton é a estreita faixa de pH
em que a reagdo é viavel. A maior eficiéncia para valores de pH entre 2,5 e 3,0 é
decorrente da precipitacdo de Fe** em valores de pH altos, o que diminui a interacéo
do ion com peroxido de hidrogénio e, conseqientemente, a producdo de <OH
(SAFARZADEH-AMIRI; BOLTON; CATER, 1996). Em valores de pH inferiores a 2,5,
a alta concentragédo de H* pode promover o sequestro de radicais hidroxila e reduzir
a eficiéncia da reacdo, de acordo com a Equagéo 12 (SPINKIS; WOODS, 1990).
Além disso, o Fe**, espécie predominante em pH < 2, apresenta baixa absortividade

e nao contribui para a geragéo de radicais *OH em valores de pH muito baixos.

«OH + H"+e > H0 kiz=7,010° Lmol*s™ (12

41



Introducdo

A limitacdo da faixa de pH tem sido contornada com a utilizacdo de
complexos organicos de ferro. Tais complexos permitem a estabilizagdo do ferro em
uma faixa de pH mais ampla do que a conhecida e estendem a faixa de absorcao
de radiacdo para a regido do visivel (ZUO; HOIGNE, 1992). Além disso, moléculas
como ciclodextrinas, que séo capazes de complexar o ferro, tém sido descritas como
uma interessante alternativa na minimizagdo dos efeitos de precipitacdo

apresentados pelo ion (TARR, 2001).

1.3. CICLODEXTRINAS

1.3.1. Histérico

As ciclodextrinas sao oligossacarideos ciclicos constituidos por seis (a), sete
(B), oito (y) ou mais unidades de glicose unidas por uma ligacdo a-(1,4). Elas
também sdo conhecidas por cicloamiloses, ciclomaltoses ou dextrinas de
Schardinger (CONNORS, 1997; VENTURINI, 2005). As ciclodextrinas séo resultado
de uma transglicosilacdo intramolecular do amido pela enzima ciclodextrina
glicosiltransferase (CGTase), presente em bactérias como o Bacillus macerans
(MOSINGER et al., 2001).

Em 1891, Villiers observou que a digestdo do amido gerava uma pequena
quantidade de cristais, ap0s a precipitagdo em &lcool. O pesquisador determinou
gue os cristais possuiam a formula minima CgH1003°3H,0 e 0os nomeou “celulosina”.

Schardinger, em 1911, descobriu que a bactéria Bacillus macerans, isolada
anos antes, produzia uma quantidade significativa de duas substancias - entre 25 e

30% - a partir do amido. O autor nomeou o0s produtos de a-dextrina e B-dextrina
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cristalizadas. Somente em 1935, a y-dextrina foi isolada (apud VENTURINI et al.,
2008).

A partir de entdo, foram desenvolvidos inUmeros métodos de producgéo e
isolamento de ciclodextrinas. Em 1942, as estruturas da a- e [-dextrina foram
determinadas por cristalografia de raio-X e descobriu-se que as estruturas possuiam
uma organizacdo ciclica, informacdo agregada a seus nomes; em 1948, foi
conhecida a estrutura da y-ciclodextrina (apud DEL VALLE, 2004).

No inicio da década de 70, a obtencdo das ciclodextrinas ainda apresentava
alto custo e a utilizacdo em humanos era temida, uma vez que suspeitava-se que as
moléculas fossem toxicas. Alguns anos depois, a toxicidade das ciclodextrinas foi
refutada apos estudos toxicolégicos adequados, o que acarretou 0 aumento nas

pesquisas na area biolégica (SZEJTLI, 1998).

1.3.2. Propriedades e aspectos estruturais das ciclodextrinas

Como os mondémeros de glicose estdo unidos por ligacdes do tipo a-(1,4), a
configuracdo mais estavel da ciclodextrina tem a forma caracteristica de cone. Como
consequéncia das ligagdes “C;, as hidroxilas secundarias estdo situadas na
cavidade da molécula, enquanto as hidroxilas priméarias estdo dispostas na regiao
externa da ciclodextrina. Essa disposicao confere a molécula uma superficie exterior
de alta polaridade e uma cavidade menos polar, decorrente da alta densidade
eletrébnica promovida pelos pares de elétrons néo ligados dos oxigénios glicosidicos
(LOFTSSON; STEFANSSON, 1997; SONG et al.,, 2009; SZEJTLI, 1998). Além

disso, a configuracéo das ligacbes “C; é a responsavel pelo cone com superficie
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mais larga formada pelos grupos hidroxila secundéarios e mais estreita pelos grupos

hidroxila primarios (SAENGER et al.,1998).

Figura 5. Estrutura quimica da glicose (a-D-glicopiranose).

As mais importantes ciclodextrinas de ocorréncia natural sdo a a-, B- e y-
ciclodextrina (Figura 6). Sdo denominadas “naturais” por serem obtidas diretamente

do amido.

Figura 6. Estrutura e dimensdes das ciclodextrinas. Fonte: VENTURINI et al., 2008.
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Entre as trés ciclodextrinas, a de maior interesse comercial e cientifico € a -
ciclodextrina. A preferéncia se deve ao tamanho da cavidade, que permite acomodar
porcBes apolares de moléculas comuns; associado a isto, a B-ciclodextrina é a
ciclodextrina de maior acessibilidade e menor custo (FENYVESI et al., 2004; MEHTA
et al., 2005; WANG et al., 2006; ZARZYCKI; KULHANEK; SMITH, 2002).

Algumas propriedades séo listadas na Tabela 3.

Tabela 3. Principais caracteristicas das ciclodextrinas de ocorréncia natural.

a B Y
Numero de unidades de glicose 6 7 9
Massa molar (g mol™) 972 1135 1297
Solubilidade em agua em 145 18,5 232
gL' a25°C
Forma dos cristais Hexagonal = Quadratico  Prismatico
% agua (m/m) 10,2 13,2-14,5 8,13- 17,7
pK 12,33 12,20 12,08
Numero de moléculas de agua 5-6 6-7 17
na cavidade
Rotacéo especifica, a 25 °C +150+0,5 +162,5+0,5 +177,4+0,5

Fonte: adaptado de CONNORS, 1997; MOSINGER et al., 2001; SZEJTLI, 1998.

As ciclodextrinas modificadas surgiram a partir da necessidade de alterar ou

melhorar suas estruturas para obter substéncias mais adaptadas aos ambitos

industrial e cientifico. Devido ao fato de serem compostos polihidroxilicos, as
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ciclodextrinas podem ser transformadas em uma grande variedade de derivados.
Os derivados sdo geralmente produzidos por aminacdes, esterificacdes ou
eterificacbes da hidroxila primaria da molécula. As derivatizagbes realizadas nas
hidroxilas secundarias do macrociclo sdo menos comuns (HARATA, 1998;
MOSINGER et al., 2001).

Dependendo da derivatizagcdo realizada, a solubilidade da ciclodextrina
modificada pode ser diferente da solubilidade da molécula parental. Boa parte das
moléculas modificadas apresenta mudanca de volume da cavidade hidrofébica; as
alteracdes realizadas podem ser capazes de melhorar a estabilidade quimica ou a
reatividade da ciclodextrina (DEL VALLE, 2004).

A alta solubilidade das ciclodextrinas em agua e em outros solventes polares
é justificada pela distribuicdo dos grupos hidrofilicos e hidrofobicos. O interior da
cavidade é ocupado pelos pares de elétrons livres das pontes de hidrogénio
glicosidicas, 0 que gera uma alta densidade eletrénica e um carater de base de
Lewis, conferindo caracteristicas apolares a cavidade. Os grupos hidrofilicos estéao
situados na superficie externa da molécula, o que proporciona uma destacada

solubilidade em agua (LOFTSSON; STEFANSSON, 1997).

1.3.3. Complexos de incluséo ciclodextrina:substrato

As ciclodextrinas formam complexos de inclusdo néo covalentes com uma
grande variedade de substratos de média e baixa solubilidade em &gua, tendo como
condi¢ao fundamental a possibilidade do substrato em se adaptar a cavidade, ainda

gue parcialmente (VENTURINI et al., 2008).
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Sd80 comuns quatro tipos de  estequiometria de  inclusao
ciclodextrina:substrato: 1:1, 1:2, 2:1 e 2:2 (Figura 7), 0s quais dependem do

tamanho e das caracteristicas quimicas e estruturais do substrato (CHALUMOT et

al., 2009; SONG et al., 2009).

Figura 7. Representacdo esquemaética das estequiometrias de inclusdo entre ciclodextrina e
substrato. (A) 1:1. (B) 2:1. (C) 1:2. (D) 2:2.

Embora exista a possibilidade de diversas estequiometrias de inclusdo entre
ciclodextrina e substrato, a mais comum delas é a 1:1. Isso acontece devido ao
tamanho da maioria das moléculas disponiveis para incluséo, que é compativel com
apenas uma molécula de ciclodextrina (CONNORS, 1997).

A equacéo do equilibrio da inclusé@o 1:1 é descrita pela Equacdo 13, onde S é

o substrato e L é o ligante, no caso a ciclodextrina.

S+Le> SL (13)
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Dessa maneira, a constante de equilibio da inclusdo 1:1 pode ser descrita

pela Equacao 14.

_[S1] (14)
~ [SI[L]

A constante de equilibrio € mensuravel e é determinada frequentemente por
técnicas espectroscopicas, como UV/Vis e fluorescéncia. Os métodos mais
difundidos levam os nomes de seus autores e sdo amplamente utilizados no meio

cientifico (BENESI; HILDEBRANDT, 1949; HIGUCHI; CONNORS, 1965).
1.3.3.1. Mecanismos de inclusao

O fendmeno de reconhecimento molecular do substrato pela ciclodextrina ndo
envolve interagbes covalentes, mas interagbes como ligagbes de hidrogénio,
interacdes eletrostaticas, forcas de van der Waals, intera¢des hidrofébicas,
interacdes dipolo-dipolo, transferéncias de cargas e efeitos estéricos (SONG et al.,
2009).

Moléculas pequenas formam facilmente complexos de inclusdo com a- e B-
ciclodextrina, j& que existe compatibilidade entre o volume do substrato e da
ciclodextrina. No caso da y-ciclodextrina, se acaso a molécula for muito pequena, o
encaixe no macrociclo se torna desfavoravel, ja que a cavidade é muito maior que a
molécula.

As extremidades da cavidade da ciclodextrina isolada sdo abertas, permitindo
gue o substrato penetre no macrociclo por ambos os lados (VENTURINI, 2005). Em
solugcdo aquosa, a cavidade apolar é ocupada por moléculas de agua que sao

energeticamente desfavoraveis, dada a natureza da interacdo polar-apolar; assim,
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essas moléculas podem ser facilmente substituidas por um substrato que seja
menos polar que a agua. E admitido que a forgca motriz para a complexacdo seja a
substituicdo das moléculas de agua de alta entalpia por substratos de menor
entalpia (SZEJTLI, 1998; VENTURINI et al., 2008).

Em relagdo ao mecanismo de incluséo, é possivel afirmar que importantes
contribuicdes para a termodindmica da incorporagdo séo originarias da entrada do
substrato na cavidade da ciclodextrina e da quebra da estrutura de solvatagcédo do
substrato organico (ROSS; REKHARSKY, 1996). Deve-se considerar que a
natureza e a forca motriz da inclusdo em solventes organicos podem ser diferentes

daquelas em agua, dependendo da natureza prética ou aprética dos mesmos.

1.3.3.2. Caracterizagdo dos complexos de inclusédo

A formacdo de complexos de inclusédo provoca mudancas significativas nas
caracteristicas do substrato, ou seja, as propriedades fisicas e quimicas que o
substrato apresenta neste microambiente, de polaridade reduzida e geometria
restrita, sdo diferentes daquelas apresentadas em fase aquosa. Além disso, a
molécula anteriormente hidrofébica, sob complexacdo, torna-se hidrofilica (DEL
VALLE, 2004).

A caracterizagdo dos complexos de inclusdo pode ser feita por meio de
diversas técnicas de andlise como ressonancia magnética nuclear, dicroismo
circular, espectrofotometria no UV/Vis, espectroscopia de fluorescéncia, analise
termogravimétrica, entre outras (HEDGES, 1998; MOSINGER et al, 2001; WIMMER

et al., 2002).
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Yafies e colaboradores (2007) investigaram a formagdo de complexos de
inclusdo entre estrona e estradiol, dois horménios estrégenos, e B-ciclodextrina.
Para tanto, foram utilizadas as técnicas de voltametria de pulso diferencial e
cromatografia liquida de alta eficiéncia. As mudancas observadas nas propriedades
eletroquimicas dos hormbnios na presenca de ciclodextrina permitiram a
determinagéo da estequiometria de inclusdo bem como da constante de incluséo.

Stancanelli e colaboradores (2008) avaliaram a formacdo de complexos de
inclusao entre uma molécula imunoativa semi-sintética, o 9-fluorenon-2-carboxiéster,
e 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina. Para tanto, os pesquisadores utilizaram técnicas de
UV/Vis e FTIR. Foi concluido que a estequiometria de inclusdo entre as duas
moléculas era 1:1, e que a constante de inclusdo era proxima de 10* L mol™.

Mehta e colaboradores (2005) caracterizaram o complexo de inclusédo
formado entre rifampicina, um antibiético de baixa solubilidade em agua utilizado no
tratamento da tuberculose, e ciclodextrina por meio de técnicas, como
espectrofotometria no UV/Vis e condutimetria. Foi determinado que a associagéo
entre o antibiético e o macrociclo era fraca, atribuida a fatores termodinamicos.

Li e Xu (2010) utilizaram as técnicas de FTIR e calorimetria por varredura
diferencial para avaliar a influéncia de diferentes métodos de preparo de complexos
de inclusao entre berberina e B-ciclodextrina e concluiram que os métodos propostos

resultaram na formacgé&o dos complexos de incluséo desejados.
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1.3.4. Aplicagfes das ciclodextrinas

1.3.4.1. Aplicagbes industriais

Como mencionado anteriormente, a formagao de complexos de incluséo entre
ciclodextrinas e inimeros substratos altera as propriedades fisicas e quimicas da
molécula inclusa. Essa propriedade torna a ciclodextrina muito atraente do ponto de
vista técnico e industrial. Além disso, a constatacdo da baixa toxicidade da
ciclodextrina favorece a aplicagdo da mesma em diversos setores industriais
(SZEJTLI, 1998).

Na industria farmacéutica, a aplicagdo da ciclodextrina visa 0 aumento da
estabilidade quimica do farmaco (LOFTSSON; BREWSTER, 1996; UZQUEDA et al.,
2010), aumento da solubilidade de farmacos pouco solluveis em agua (PARMAR et
al.,, 2009; YU; HUANG, 2010), melhora na biodisponibilidade de algumas
substancias (AGUEROS et al., 2009; MADAN et al., 2010) ou ainda, como molécula
carreadora de farmacos (RAJEWSKI; STELLA, 1996). Além disso, o emprego da
ciclodextrina na reducdo de efeitos alergénicos ja foi relatado (FENYVESI et al.,
2004).

A industria de alimentos utiliza a ciclodextrina na eliminacdo de sabores e
odores indesejaveis formados durante o processamento industrial, na reducédo de
material gorduroso de produtos lacteos, na estabilizagdo de corantes e
aromatizantes (DEL VALLE, 2004; HEDGES, 1998).

Na industria quimica, a ciclodextrina pode catalisar hidrélises e oxida¢des, ou
mesmo acelerar processos enzimaticos. A éarea téxtil aplica o macrociclo na

estabilizacdo de corantes e no prolongamento da liberagdo de perfumes, e a
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cosmética busca maior durabilidade de ativos constituintes de uma formulacdo na

presenca de ciclodextrina (HEDGE, 1998; SINGH; SHARMA; BANERJEE, 2002).

1.3.4.2. Aplicagc6es em quimica analitica

Pode-se destacar o emprego da ciclodextrina em técnicas analiticas como

cromatografia e eletroforese.

Cromatografia

Ciclodextrinas tém sido extensivamente utilizadas em métodos de separacao.
Elas sdo capazes de diferenciar isbmeros de posi¢cdo, grupos funcionais e
enantibmeros. Recentemente, a propriedade de enantiosseletividade tem sido muito
explorada (BARKER; WORM; DOLLE, 2009; BHUSHAN; KUMAR, 2009; TANG et
al., 2010).

As moléculas de ciclodextrinas séo utilizadas principalmente em
cromatografia liquida, a gas e em fluido supercritico, em cromatografia em camada
delgada, em extragBes em fases liquida e solida, em técnicas eletroforéticas, entre
outras (MOSINGER et al., 2001).

Bicchi e colaboradores (2010) utilizaram uma B-ciclodextrina modificada para
separar estereosseletivamente um Oleo essencial de lavanda por meio de
cromatografia a gas com deteccdo de ionizacdo em chama e espectrometria de
massas. Os resultados mostraram que, apds a otimizagdo dos parametros

cromatogréficos, a ciclodextrina atuou como um excelente seletor quiral.
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Eletroforese

Esta técnica é frequentemente utilizada na separacdo quiral de enantiomeros
ou na sua quantificagdo. Sao passiveis de utilizagdo tanto ciclodextrinas de
ocorréncia natural quanto suas modificagcdes (CHI et al., 2009; HA et al., 2004).

Béni e colaboradores (2010) separaram as formas enantioméricas de um
analgésico utilizando eletroforese capilar, cujo revestimento foi modificado por
diversos tipos de ciclodextrinas. Os complexos de incluséo foram caracterizados por
ressonancia magnética nuclear, e a porcdo da molécula inclusa na cavidade da
ciclodextrina pode ser determinada por esta técnica. A presenca do macrociclo se

mostrou excelente na separagéo dos enantibmeros.

1.3.4.3. Aplicagbes em quimica ambiental

Ciclodextrinas desempenham um importante papel em aplicacdes ambientais,
onde a formagé&o de complexos de inclusdo promove solubilizacdo de contaminantes
organicos, enriquecimento e remocao de poluentes organicos e metais pesados do
solo, agua e atmosfera (BIZZIGOTTI, REYNOLDS, KUEPER, 1997; WANG,;
BRUSSEAU, 1995).

No tratamento de aguas, Wu e Fan (1998) afirmaram a inclusdo de
contaminantes em ciclodextrinas aumenta a remocdo dos mesmos. Usando
ciclodextrinas, substancias toxicas podem ser removidas de efluentes industriais por
meio da formacdo de complexos de incluséo (apud SINGH; SHARMA; BANERJEE,
2002).

A utilizac&o de ciclodextrinas na potencializacdo de processos de degradacgéo

de poluentes foi proposta por diversos autores. Wang e colaboradores (2007)
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aplicaram diferentes ciclodextrinas na fotodegradacdo de um interferente enddcrino
origindrio da indastria de plasticos e resinas, utilizando uma lampada UV com
emissdo em 254 nm como fonte de irradiagdo. Eles concluiram que a presenca de
ciclodextrina aumentava a eficiéncia da fotodegradagdo em cinco vezes e que a B-
ciclodextrina reduzia a concentragdo do contaminante a 85% da inicial, diferente dos
15% de redugdo observado quando o poluente foi irradiado na auséncia de (-
ciclodextrina.

Kamiya e Nakamura (1995) compararam o efeito da ciclodextrina na fotélise
do pesticida parathion e seu produto de oxidacdo, paraoxon. Os pesquisadores
concluiram que, no caso do parathion, a ciclodextrina prejudicou a redugdo na
concentracao do pesticida, diferente do paraoxon, onde o macrociclo potencializou a
fotdlise da molécula.

Outro importante papel das ciclodextrinas na prote¢cdo ambiental € seu uso
em formulagbes de pesticidas. Subba e colaboradores (2000) utilizaram
ciclodextrinas para aumentar a solubilidade de um inseticida natural, a azadiractina-
A. Com a maior disponibilidade do agente, foi possivel a redugcdo do volume de
inseticida utilizado (apud SINGH; SHARMA; BANERJEE, 2002).

Na remediacdo de solos, a ciclodextrina ja foi utilizada no tratamento de uma
area contaminada por 2,4,6-trinitro-tolueno, a partir da melhora da solubilidade do
contaminante e o posterior tratamento por processo foto-Fenton (YARDIN; CHIRON,
2006).

Segundo Bardi e colaboradores (2000), a biocompatibilidade e a degradacao
efetiva de contaminantes na presenca de ciclodextrina sugere que o macrociclo seja

uma ferramenta util nos processos biorremediativos.
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Embora seja interessante na remoc¢do de contaminantes ambientais, 0s
processos de remediagdo envolvendo ciclodextrinas apresentam um alto custo e por

isso, sua aplicabilidade deve ser discutida (BONENFANT et al, 2009).

1.3.4.4. Outras aplicacoes

A versatilidade dos complexos de inclusédo permite diversificar o uso das

ciclodextrinas. O Quadro 5 exibe outros exemplos da utilizacdo dos macrociclos em

diferentes segmentos.



Quadro 5. Outras aplicagdes das ciclodextrinas.

Introducdo

Area de aplicacéo

Adesivos

Alimenticia

Papel

Testes de diagnosticos

Odontologia

Agroquimica

Tintas

Uso

Catalisador de reacdes

Conservacdao de aditivos

de alto custo

Reducéo na quantidade

de oxidantes requerida

Maior eficiéncia entre

reagentes

Aditivos em formulacdes

Melhora na dispersao de
ativos, utilizando somente

veiculos aquosos

Compatibilidade entre

componentes da mistura

Beneficio

Melhoria dos filmes

COoesivos

Reducéo de custo

Reducéao de custo,

ambientalmente adequado

Melhores resultados, com

minimas interferéncias

Agentes antiplaca mais

palataveis e efetivos

Reducéo de custos,

minimizacao de toxicidade

Melhoria nas propriedades

do produto

Fonte: adaptado de SINGH; SHARMA; BANERJEE, 2002.

1.4. CICLODEXTRINAS E OS PROCESSOS OXIDATIVOS AVANCADOS

Estudos mostram que a degradacdo de poluentes ambientais pelo processo

Fenton pode ser potencializada na presenca de ciclodextrinas. Isso se deve a

formacdo, em solugdo aquosa, de complexos ternarios entre 0 composto organico

alvo, ciclodextrina e Fe?* (LINDSEY et al., 2003).
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Zheng e Tarr (2006) utilizaram ressonancia magnética nuclear e
espectroscopia de fluorescéncia para avaliar a formacdo de complexos ternarios
entre ferro, 2-naftol e diferentes tipos de ciclodextrina em solugdo aquosa. Foi
concluido que houve formacdo de complexos ternarios com a maioria das
ciclodextrinas estudadas.

Os processos Fenton requerem baixos valores de pH a fim de manter a
solubilidade do ferro e prevenir a formagdo de 6xidos e hidroxidos insoluveis do
elemento, o0 que inviabilizaria a reacdo. Entretanto, Lindsey e colaboradores (2003)
mostraram que, na presenca de ciclodextrina, experimentos de degradacao
utilizando o processo Fenton sem ajuste de pH apresentaram resultados similares
aos que tiveram o pH ajustado em 3,0.

Além de formar os complexos ternérios, as ciclodextrinas sao capazes de
minimizar a acao de sequestrantes de radicais hidroxilas, por exemplo, ions cloreto
ou carbonato, que podem diminuir a eficiéncia do processo Fenton. Na presenca de
ciclodextrinas, a formacdo dos radicais hidroxila ocorre nas proximidades de onde
ele sera consumido, o que diminui a probabilidade dos radicais serem sequestrados
(LINDSEY et al., 2003).

Outra propriedade das ciclodextrinas é de aumentar a solubilidade de
moléculas pouco solluveis em agua, como benzo[a]pirenos por exemplo, tornando-as

mais disponiveis para a degradacéo por processos Fenton (VEIGNIE et al., 2009).
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2. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi estudar a influéncia de [-ciclodextrina na
eficiéncia de degradacdo dos horménios estrogenos 17B-estradiol e 17a-

etinilestradiol por processo Fenton e foto-Fenton, utilizando irradiagéo artificial.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. REAGENTES

= Hormoénios estrogenos valerato de 17B-estradiol (E2) e 17a-etinilestradiol (EE2)
(Pharma Nostra)

= [-ciclodextrina (3-CD) 98% (Sigma-Aldrich)

» Peroxido de hidrogénio 29% (m/m) (Synth)

= Metanol grau CLAE (J.T. Baker)

= Acido acético (Qhemis)

= Acido sulfarico (Synth)

= Hidroxido de sédio (Synth)

= Sulfato de ferro (ll) heptahidratado (Carlo Erba)

= Sulfato de ferro (lll) hidratado (J. T. Baker)

» Metavanadato de amoénio (Vetec)

3.2. PREPARO DE SOLUCOES

3.2.1. Preparo de solucdo de valerato de estradiol (E2) na auséncia e na presenca

de B-ciclodextrina

Foi preparada uma solugdo-estoque de E2 em metanol na concentragédo de
1,0gL™
Na auséncia de B-CD, diluiu-se 1,0 mL dessa solugéo-estoque em 1,0 L de

agua ultrapura, de maneira que a concentracdo do metanol na solugédo de hormonio
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ndo ultrapassasse 0,1% (v/v) e a concentracdo aproximada do horménio em agua
fosse préxima a 10 mg L*, que é o limite de solubilidade do valerato de E2,
observado experimentalmente. A solugéo foi, entdo, agitada por cerca de 10 minutos
no escuro.

Na presenca de B-CD, dissolveu-se em 1,0 L de agua ultrapura cerca de 45
mg do macrociclo e adicionou-se, em seguida, 1,0 mL da solugédo-estoque de E2
anteriormente preparada. A solugéo foi agitada por 10 minutos, também no escuro.
A massa de B-CD foi calculada a partir da relacdo estequiométrica 2:1 de B-CD:E2, a
fim de garantir que todas as moléculas de horménio estivessem inclusas.

As solugdes foram imediatamente utilizadas apos o preparo.

3.2.2. Preparo de solucao de etinilestradiol (EE2) na auséncia e na presenca de [3-

ciclodextrina

Na auséncia de B-CD, solugcbes de EE2 foram preparadas a partir da
dissolucéo de cerca de 15 mg do hormdnio em 1 L de agua ultrapura, submetidos a
agitacdo por uma noite, em frasco tampado. Ja na presenca de B-CD, cerca de 15
mg de EE2 e 100 mg de B-CD foram dissolvidos em 1 L de &gua ultrapura, e
igualmente submetidos a agitacdo por uma noite. A massa de B-CD foi calculada a
partir da relacdo estequiométrica 2:1 de B-CD:EE2, a fim de garantir que todas as
moléculas de hormdnio estivessem inclusas.

Em seguida, as solu¢des foram filtradas a vacuo em membrana de nitrato de
celulose, de porosidade igual a 0,45 um. O filtrado foi acondicionado em frasco

ambar, sob refrigeracdo, por um periodo maximo de 4 dias.
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3.3. DETERMINACOES ESPECTROFOTOMETRICAS

Nas determinacfes em que a técnica de espectrofometria foi empregada,

utilizou-se um espectrofotometro Shimadzu UV mini-1240.

3.3.1. Determinagdo do coeficiente de absortividade molar de estradiol e

etinilestradiol em agua

Foram preparadas solucdes-estoque 10 mmol L™ de cada horménio; para
tanto, dissolveu-se 0,0365 g de valerato de E2 (que corresponde a 0,0272g de E2
em sua forma livre) e 0,0296 g de EE2 em 10 mL de metanol cada. As solugdes-
estoque foram acondicionadas em frascos ambar e mantidas sob congelamento.

A partir da diluicho dos estoques, foram preparadas em &agua ultrapura
solucdes de concentracéo entre 0 e 0,03 mmol L™ para E2 e entre 0 e 0,08 mmol L™
para EE2. As respectivas concentracfes foram estabelecidas de acordo com a
solubilidade maxima dos horménios em agua.

O caminho Optico da cubeta de quartzo utilizada foi de 1,0 cm. Os espectros
de absorcdo das solugbes foram registrados no intervalo de 200 a 400 nm em
espectrofotometro UV/Vis e o comprimento de onda no qual ambas as substéncias
apresentaram maximos de absorc¢éo foi 280 nm. Para este comprimento de onda, foi
construido o gréfico do valor de absorbancia obtido em fungédo da concentragédo, em
mol L™; a inclinacdo da reta da representacéo gréfica corresponde ao coeficiente de

absortividade molar da substancia, dado em L mol*cm™.
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3.3.2. Determinagdo da estequiometria de inclusdo dos horménios em f3-

ciclodextrina

A estequiometria de inclusdo E2:3-CD e EEZ2:3-CD foi determinada por
espectrofotometria de UV/Vis, utilizando o método descrito por Job em 1928 (apud
JULLIAN et al., 2008).

As solucdes foram preparadas de acordo com as concentragdes mostradas
na Tabela 4, a partir da diluicdo de solugbes-estoque dos hormoénios e da -CD,
previamente preparadas.

Imediatamente apds o preparo, a absorbéncia das solucdes foi medida no
comprimento de onda de 280 nm. Os resultados foram expressos como a fragédo
molar do horménio na solugdo versus o produto entre a absorbéancia e a

concentracao de p-CD.

Tabela 4. Concentracgdes de E2, EE2 e B-CD usadas na determinacéo da estequiometria de

inclusao.
Fracdo molar
_ E2 (mol L™ B-CD (mol LY  EE2 (mol L™ B-CD (mol L™
do hormonio
0 0 3,010° 0 6,0 10°
0,2 0,6 10° 2,410° 1,2 10° 4,810
0,4 1,2 10° 1,810° 2,410° 3,6 10°
0,5 1,510 1,510 3,010° 3,010°
0,6 1,8 10° 1,2 10° 3,6 10° 2,410°
0,8 2,410 0,6 10° 4,810 1,2 10°

1,0 3,010° 0 6,0 10° 0
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3.3.3. Determinacao dos valores das constantes de inclusdo aparentes

Os valores das constantes de inclusdo aparentes E2:3-CD e EE2:3-CD foram
obtidos utilizando o método de fases de solubilidade (HIGUCHI; CONNORS, 1965;
STANCANELLI et al., 2008).

Dez miligramas de cada hormdénio foram pesados e, em seguida, colocados
em frascos ambar contendo massas de B-CD correspondentes a concentracdes
crescentes do macrociclo (0; 0,25; 0,50; 1,00; 1,50; 2,00; 4,00 e 8,00 mmol L™); o
volume de 4gua ultrapura adicionada em cada um dos frascos foi de 10 mL.

Os frascos foram vedados e mantidos a temperatura ambiente, protegidos da
luz, durante 72 horas. A agitacdo manual foi realizada em intervalos de 12 horas. Em
seguida, as solugbes foram filtradas em membrana de 0,45 um, com posterior
obtencdo dos espectros de absor¢do, na faixa de comprimento de onda de 200 a
400 nm.

Um diagrama de fases de solubilidade foi construido a partir dos valores de
absorbancia registrados no comprimento de onda de 280 nm. Em posse da
absortividade molar de cada horménio, a concentracdo molar de E2 e de EE2
solubilizado foi calculada a partir do valor da absorbancia. O diagrama relaciona
concentracdo de B-CD versus concentragdo de hormonio solubilizado, ambos na
concentracdo em mol L. A constante de inclusdo aparente foi calculada a partir da
primeira porc¢éo linear do diagrama, assumindo estequiometria 1:1, de acordo com a
Equacéo:

K = inclinacao (15)
S, (1-inclinaczo)

onde S, € a concentragdo do hormdnio na auséncia de 3-CD e inclinacdo se

refere a inclinagdo da porcao linear da curva no diagrama.
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3.3.4. Determinacdo da estequiometria e da constante de complexacdo Fe?*-p-

ciclodextrina

A estequiometria de complexacdo Fe*-B-CD foi determinada por dois
métodos empregando espectrofotometria no UV/Vis.

No primeiro, a concentracéo de Fe®* foi fixada enguanto a concentracao de [3-
CD foi variada. A fonte de Fe? foi uma solucéo-estoque de FeSO47H,O na
concentracdo de 10 mmol L™ A diluicdo desta solugio-estoque foi feita a fim de se
alcancar uma solucdo com concentracdo final de Fe®* de 1,0 mmol L™ A
concentracdo de B-CD variou entre 0 e 1,0 mmol L™.

Em uma cubeta de quartzo contendo 2,0 mL da solucdo de Fe®', foram
adicionadas aliquotas de uma solugdo-estoque de (B-CD, de maneira que a
concentracdo do macrociclo fosse aumentada gradualmente até atingir 1,0 mmol L™,
Foi construido um gréafico do valor de absorbancia obtida em 304 nm, comprimento
de onda méximo de absorcdo do complexo Fe**-B-CD, em funcdo da concentracéo
de B-CD.

No segundo método, a variacdo foi proposta para a concentracédo de Fe?"; a
concentracdo de B-CD foi mantida em 0,1 mmol L™, enquanto que a concentragdo
de Fe?* variou entre 0 e 1,0 mmol L.

Em uma cubeta de quartzo, foram colocados 2,0 mL da solugédo de B-CD.
Foram adicionadas aliquotas sucessivas da solugdo-estoque de Fe** de maneira
que a concentracdo do fon atingisse 1,0 mmol L™. Foi construido um gréfico do valor
de absorbancia obtida em 304 nm, comprimento de onda méaximo de absorgdo do

complexo Fe?*- B-CD, em funcéo da concentracéo do fon Fe?".
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Um posterior tratamento matematico dos dados obtidos, proposto por Hoshino
e colaboradores (1981), permitiu o célculo da constante de complexacéo entre Fe?*
e B-CD em valores de pH 2,5; 4,0 e 6,0, ajustados com NaOH 1,0 mol L™ ou H,SO,

1,0 mol L™

3.3.5. Determinacéo da constante de complexacgéo Fe**-B-ciclodextrina

Em uma cubeta de quartzo contendo 2,0 mL de uma solucdo de B-CD 0,01
mmol L*, foram adicionadas aliquotas de uma solucéo-estoque de Fe**, de maneira
que a concentracéo do fon fosse aumentada gradualmente até atingir 0,5 mmol L™
Foi construido um gréfico do valor de absorbancia obtida no comprimento de onda
de 302 nm.

A constante de complexacédo foi determinada a partir do gréafico dos valores
de absorbancia obtidos no comprimento de onda méaximo de absor¢cdo do complexo
Fe*-B-CD em funcdo da concentracdo de B-CD, nos valores de pH 2,4; 4,0 e 6,0,

ajustados com NaOH 1,0 mol L™ ou H,SO,4 1,0 mol L™ (HOSHINO et al., 1981).

3.4. EXTRACAO EM FASE SOLIDA (EFS)

A técnica de EFS foi utilizada visando dois objetivos: (1) interromper a reacéo
de Fenton ou foto-Fenton e (2) pré-concentrar a amostra, de maneira que as
concentracdes das aliquotas retiradas durante a reagdo estivessem acima dos

limites de detecc¢éo e quantificagédo do equipamento.
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Os cartuchos de extracdo em fase solida Sep-Pak C-18 (preenchimento por
octadecilsilano; massa = 360 mg; area superficial = 313 m?g™; tamanho de particula
= 88,9 um), da marca Waters, foram utilizados para extracdo dos hormonios.

O condicionamento foi feito com 5,0 mL de metanol, seguido de 5,0 mL de
agua, seguindo instru¢des do fabricante. O volume de amostra percolado foi 10,0 mL
e a fase aquosa foi descartada. A vazéo utilizada nos procedimentos foi controlada
manualmente, sendo estimada em 2,0 mL min™.

O analito foi eluido com 5,0 mL de metanol. O solvente foi completamente

evaporado em fluxo brando de nitrogénio e ressuspendido em 500 pL de metanol.

3.4.1. Estudos de recuperacao e reuso de cartuchos para extragdo em fase sélida

Visando a validacdo da etapa de pré-concentracdo das amostras, foi
necessario realizar estudos de recuperagcdo dos hormonios e reuso dos cartuchos,
na presenca e auséncia de B-CD. Para tanto, foram utilizadas solugbes preparadas
de acordo com os itens 3.2.1. e 3.2.2.

Apo6s o condicionamento do cartucho, 10,0 mL de solucdo foram percolados
em cartuchos C-18, previamente descritos. Descartou-se a fase aguosa e executou-
se 0 experimento na sequéncia previamente descrita no item anterior.

A concentracdo das amostras foi determinada por cromatografia liquida de
alta eficiéncia com deteccgéo por arranjo de diodos (CLAE-DAD). A recuperacéo foi

calculada, em fungéo da massa do hormoénio por meio da Equacéo 16.

o R = Mmassa recuperada x 100% (16)

massa aplicada
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Os parametros avaliados incluiram porcentagem de recuperagdo dos

hormdnios e condic¢des de reutilizagdo do cartucho.

3.5. ANALISES QUIMICAS

3.5.1. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A concentracdo dos hormoénios estudados foi monitorada por CLAE-DAD, em
fase reversa. O equipamento utilizado consistia em um sistema composto por quatro
modulos principais: desgaseificador, autoinjetor, forno da coluna e detector por
arranjo de diodos.

As condicbes cromatograficas utilizadas foram adaptadas da proposta
analitica de Lopez de Alda e Barcel6 (2000).

Para a andlise, utilizou-se uma coluna Luna 5 um C-18 fase reversa 250 X
4,60 mm, Phenomenex. As condi¢Bes cromatograficas foram:
= E2: eluicho em sistema isocratico, com fase movel de composi¢cdo 85:15

metanol:agua, acidificada com 0,2% de &cido acético a uma vazéo de 1,0 mL
min™, a 40 °C. Volume de injecdo de 50 pL e comprimento de onda de deteccéo
em 280 nm.
= EE2: eluicdo em sistema isocratico, com fase moével de composicdo 65:35
metanol:agua, acidificada com 0,2% de acido acético a uma vazédo de 1,0 mL
1

min™~, a 40 °C. O volume de injecéo foi de 30 UL e comprimento de onda de

deteccdo em 280 nm.
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3.5.2. Carbono organico total (COT)

A concentragdo de carbono organico total (COT) foi monitorada durante as
reacbes de degradacao. A reducdo da concentracdo de COT é um indicativo da
mineralizagdo de uma substancia orgéanica, ou seja, sua conversao a CO; e H,0.

Para tanto, utilizou-se um analisador de carbono orgéanico total da marca
Shimadzu, modelo TOC-5000A, que mede a quantidade de carbono total (CT) e
carbono inorganico da amostra (Cl). O COT é dado pela diferenca entre CT e CI.
Para a determinacdo de CT, a amostra injetada € carreada por um tubo de
combustdo a 680°C contendo platina suportada em alumina e sofre oxidagéo
catalitica a CO,. Para a determinagcdo de CIl, a amostra injetada reage com acido
fosférico 25%, convertendo todo o Cl a CO,. O CO; produzido, tanto na oxidagéo
catalitica como proveniente de ClI, é quantificado por absorgéo no infravermelho nédo
dispersivo. As concentracdes de CT e Cl sdo obtidas por interpolacdo utilizando
curvas analiticas (area do pico x concentracdo) previamente preparadas por injecdo
de padrdes.

As amostras foram retiradas e submetidas a analise sem nenhum tipo de pré-

tratamento.

3.5.3. Determinagéo de H,0, residual pelo método do metavanadato de aménio

A medida de peroxido de hidrogénio residual foi realizada a fim de se verificar
0 consumo deste reagente durante os experimentos de degradacao.
Para tanto, empregou-se o método descrito por Nogueira, Oliveira e Paterlini

(2005) em que a formacdo do ion peroxovanadio, a partir da reacdo com H,O,, €
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guantificada por espectrofotometria em seu comprimento de onda maximo de

absorcao, 450 nm (Equacéo 17).

VO3 + 4 H" + H0, > VO,* + 3 H,0 (17)

Nesta analise, foram adicionados 5,0 mL de amostra em 1030 pL de uma
solucdo de metavanadato de aménio 0,06 mol L™* em H,S0O,4 0,56 mol L™, preparada
anteriormente sob agitacéo.

O volume foi completado com agua ultrapura para 10,0 mL. Em seguida,
mediante uma curva de calibracdo pré-estabelecida no equipamento, a

concentracao de peroxido de hidrogénio residual em solugéo foi determinada.

3.6. EXPERIMENTOS DE DEGRADACAO

3.6.1. Degradacdo de etinilestradiol por processo Fenton

A um volume de 500 mL de solucdo, preparada como descrito no item 3.2.2.,
foi adicionada solucéo acidificada de FeSO, para resultar em 0,01 mmol L™ de Fe?*.
Em seguida, o pH da solucéo foi ajustado com H,SO4 1 mol L™ ou NaOH 1 mol L™
para valores de 2,5; 4,0 ou 6,0. O inicio da reacgéo se deu ao adicionar 0,5 mmol L™
de peroxido de hidrogénio a solugéo.

As reacdes de degradacao foram feitas em um béquer tampado e protegido
da luz. Em tempos determinados, sucessivas aliquotas de 10 mL foram retiradas da
reacdo, que foi interrompida por EFS. O monitoramento da degradagéo do hormdnio

foi feito por CLAE e a mineralizacdo monitorada por determinacdes de COT.
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3.6.2. Degradacéo dos hormdnios por processo foto-Fenton

Nos experimentos de reacdo por foto-Fenton, foi utilizado um reator descrito
por Nogueira e Guimardes (2000). O reator consiste em tubo cilindrico de vidro de
3,80 cm de didametro interno, 42,0 cm de altura e volume total de 280 mL, com uma

lampada concéntrica (Figura 8).

lAmpada de
luz negra

N

. - .
cilindro reservatorio

de vidro
solugdo

—
agitador magnetico

Figura 8. Representacdo esquematica do reator usado nas reacfes de foto-Fenton.

O

bomba peristaltica

N

Uma lampada de luz negra de 15 W de poténcia e emissao maxima no
comprimento de onda de 365 nm foi empregada nos experimentos. Antes do inicio
do experimento, a lampada foi ligada por 2 minutos a fim de ser estabilizada.

A um volume total de 500 mL de solugéo, preparada de acordo com os itens
3.2.1 ou 3.2.2, foram adicionados 0,01 mmol L™ de Fe**. Em seguida, a amostra teve
o pH ajustado para valores de 2,5; 4,0 ou 6,0. A solucéo foi submetida a recirculagéo

no reator por meio de uma bomba peristéltica MasterFlex Cole-Parmer modelo 7518-
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12, a uma vazéo de 35 mL min™. A adicdo de 0,5 mmol L™ de H,0- e o ligamento da

lampada deram inicio a reacao de foto-Fenton.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. DETERMINAGCOES ESPECTROFOTOMETRICAS

4.1.1. Determinacdo do coeficiente de absortividade molar do estradiol e do

etinilestradiol em agua

A transicdo eletrbnica de um estado de menor para um de maior energia é
fendmeno responsavel pelas bandas na regido do ultravioleta e s6 ocorre quando a
molécula absorve energia suficiente para realizar este fenbmeno. Neste processo,
um elétron presente em um determinado orbital molecular ligante ou nao-ligante é
excitado e vai para um orbital antiligante, cujo nivel energético é maior que dos
orbitais anteriores.

Elétrons de ligagBes simples (elétrons o), de ligacdes insaturadas (elétrons 1)
ou ligados a heterodtomos participante de ligagbes com carbonos de hibridizagéo
sp? (elétrons n) podem ser elevados a orbitais antiligantes pela radiacdo UV. S&o
possiveis quatro tipos de transi¢cdes eletrbnicas: o->0* T>T*, n>T* e n>0*%,
embora sejam mais comuns na regiao do ultravioleta as transicdes n>c* e TT>1T*.

Os hormonios apresentaram um espectro de absorgéo evidente na regido do
ultravioleta, ambos com uma banda de absor¢do no comprimento de onda de 280
nm (Figura 9). Essa banda, por ser comum aos espectros das duas moléculas,
possivelmente corresponde as transicbes ocorridas no conjunto ciclopentano-
fenantreno, comum a ambas as estruturas. A presenca do sistema conjugado, na
forma de anel aromatico, na estrutura de E2 e EE2 foi fundamental para a

possibilidade de transi¢cfes eletronicas de cada uma das moléculas.
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Figura 9. (A) Espectros de absor¢do na regido do UV para E2, em 4gua; concentracdo do
horménio entre 0,0025 e 0,03 mmol L. (B) EE2 em &gua, concentracéo do
horménio entre 0,01 e 0,08 mmol L. Acima das concentracdes utilizadas, foi

observado prejuizo na solubilidade em meio aquoso.

De acordo com a Lei de Lambert-Beer, a concentracdo da substancia é
relacionada ao valor de sua absorbéancia A pela Equagéo 18.

A=¢bC (18)

onde ¢ corresponde a absortividade molar do analito e € caracteristico de

cada substancia, b € o caminho 6tico que a radiacdo percorre ao atravessar a

solugcao, comumente confinada em uma cubeta, e C é a concentracdo da solucéo,
expressa em mol L.

A técnica de espectrofotometria exige a completa dissolugdo do analito na
solucdo-amostra; além disso, para que a Lei de Lambert-Beer seja valida, é
necessario que as solucdes sejam diluidas (HARRIS, 2007). Assim, a faixa de
concentracao de trabalho foi fixada de acordo com a solubilidade maxima de cada

hormonio em agua.
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A absortividade molar € uma constante caracteristica de cada substancia. Os
valores tipicos para dienos conjugados, como é o caso dos anéis aromaticos, estdo
na faixa de € = 10* L mol™* cm™ (McMURRY, 2005).

Os resultados, ilustrados pela Figura 10, mostraram que embora 0s
horménios tenham estruturas quimicas muito parecidas, o coeficiente de
absortividade molar do estradiol é da ordem de 10*, enquanto do etinilestradiol é da

ordem de 10°.

Absorbanma280 -

0,4 0,15
03 0,12
E
2 0,00
g
0,24 o
C
S 0,06-
0,1 E
’ < 0,031
A B
0,0 . . . 0,00 . . . .
0,0 1,0x10° 2,0x10° 3,0x10° 0,0  20x10° 4,0x10° 6,0x10° 8,0x10°
E2 (mol L™) EE2 (mol L)

Figura 10. Curvas analiticas de E2 (A) e EE2 (B), no comprimento de onda de 280 nm.

Os parametros das curvas analiticas sao mostrados na Tabela 5.

Tabela 5. Coeficiente de absortividade molar de E2 e EE2 em agua, em L mol*cm™.
2

€280 nm Equacéo dareta r
E2 12540 £55  y=-0,01447 + 12540 x 0,99981 (n = 12)
EE2 1533 + 13 y = -0,00514 + 1533 x 0,99904 (n = 15)
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A diferenca nos valores dos coeficientes de absortividade molar das duas
substancias pode ser atribuida ao grupamento etino, presente somente na molécula
de EE2. O substituinte -C=CH apresenta um maior nimero de transi¢cfes eletrbnicas

do tipo T — T*, 0 que n&o ocorre na molécula de E2.

4.1.2. Estequiometria de incluséo de estradiol e etinilestradiol em B-ciclodextrina

O método utilizado para a determinacdo da estequiometria de inclusdo
estrogeno:3-CD foi descrito por Job, em 1928. Neste trabalho, chamado método das
variacbes continuas, o autor propds a determinacdo da estequiometria de
complexacao metal:ligante pela variagdo da fracdo molar do primeiro em relacdo ao
segundo, com monitoramento da complexacdo por medidas dos valores de
absorbancia do conjunto de solugbes. A estequiometria de complexagéo
predominante era dada para o maior valor de absorbancia apresentado pelas
medidas (apud JULLIAN et al., 2008).

Assim, uma adaptacdo do meétodo foi utilizada considerando-se que o
horménio totalmente solubilizado em agua interagiria com a p-CD, que atuou como
ligante.

Os gréaficos mostram que a fragdo molar em que o produto entre absorbancia
e concentracdo de B-CD apresentou maior valor foi em 0,5. Nesta fracdo molar, a
interacdo entre hormonio e 3-CD é maxima (Figura 11).

Desse modo, como na fragdo molar 0,5 as concentracées de horménio e da
B-CD séo equimolares, é possivel concluir que a estequiometria de inclusdo

predominante E2:3-CD e EE2:3-CD € 1:1.
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Figura 11. Representacéo grafica do método das variagdes continuas para E2 (A) e EE2 (B).
O gréfico relaciona a fracdo molar do respectivo hormdnio em relagdo a
absorbéancia e a concentracéo de 3-CD.

As principais interacdes entre a cavidade da B-CD e as moléculas de
hormbénios sdo as interagbes hidrofébicas, proporcionadas pelos anéis e,
secundariamente, as ligacdbes de hidrogénio entre as hidroxilas situadas na
superficie externa da 3-CD e aquelas presentes nas moléculas dos estrégenos.

O tamanho da cavidade da B-CD permitiu acomodar adequadamente apenas

uma molécula de hormdnio, acarretando a estequiometria 1:1.

4.1.3. Constantes de inclusdo aparentes estradiol:B-ciclodextrina e etinilestradiol:[3-

ciclodextrina

A constante de inclusao indica o quao favoravel € a inclusdo de uma molécula
na cavidade da B-CD. Quanto maior o valor da constante, maior a afinidade do

substrato pelo sitio de inclusdo que a 3-CD oferece.



Resultados e discussdo

Na determinacdo da constante de inclusdo aparente, o diagrama de fases de
solubilidade foi construido com a concentracdo do horménio solubilizado em &agua
em funcdo da concentracdo de B-CD (Figura 12). A por¢do linear inicial foi
destacada e parametros como inclinagéo e intersecgéo foram determinados; a partir
destes, a constante de incluséo aparente foi calculada de acordo com a Equagéo 15.

Para o E2, o diagrama comeca a perder linearidade quando a concentragéo
de B-CD se iguala a 1,0 mmol L'; neste ponto, a concentracdo de E2 solubilizado
corresponde a aproximadamente 0,005 mmol L. Esperava-se que a concentragio
do horménio fosse préxima a 1,0 mmol L™, ja que a inclusdo E2:B-CD ocorre na
propor¢cdo de 1:1 e quando incluso, o substrato passa a ser soluvel em agua.
Entretanto, deve-se considerar que a interacdo entre o macrociclo e o horménio
segue um equilibrio dindmico de incorporacgéo e dissociagdo do complexo formado,
0 gque pode influenciar a medida do E2 solavel em um determinado instante.

Uma das provaveis justificativas para a baixa concentracdo de hormonio
solubilizado foi a agitacdo irregular das amostras, que deveria ter sido ininterrupta
durante o experimento e, no entanto, foi realizada de 12 em 12 horas.

Quanto ao EE2, a solubilizagdo deste hormonio foi maior que de E2. Neste
caso, o diagrama comeca a perder linearidade quando a concentragéo de B-CD é
igual a 0,5 mmol L™; no caso, a concentragéo solubilizada do horménio chega a
aproximadamente 0,3 mmol L™. Do mesmo modo, é possivel que a agitagcéo durante
0 experimento tenha sido insuficiente para promover a adequada solubilizacdo do
EE2.

Embora o experimento tenha apresentado possiveis problemas em sua
execucdo, devido a limitacbes de ordem técnica, as constantes de inclusédo

aparentes foram calculadas e sdo mostradas na Tabela 6.
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Tabela 6. Constante de inclusao aparente (K) e solubilidade inicial (Sy) de estr6genos em

agua, em A= 280 nm.

Estrogeno Equac&o dareta r? So (mol LY log K (L mol™)
E2 y=1,1510 "+5,0510°x 0,994 1,15 10~ 4,65
EE2 y =2,0510 "+ 0,620 x 0,992 2,05 107 4,90

Os horménios apresentaram valores proximos de inclusdo aparente, o que
indica que a B-CD incorpora as duas moléculas com intensidades semelhantes.

Isso se deve, possivelmente, a semelhanca entre as estruturas quimicas dos
dois estrégenos, o que favorece interacdes igualmente semelhantes entre os
horménios e a cavidade da B-CD.

Além disso, as informagBes permitem inferir que a solubilidade em agua do
EE2 é maior que a do E2, o que pode ser observado pelos valores obtidos de S,,
gue corresponde a solubilidade do horménio na auséncia de B-CD (graficamente,

corresponde a intersecgdo da reta com o eixo y).
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Figura 12. Diagrama de fases de solubilidade de E2 (A) e de EE2 (C). Porcéo linear inicial do
diagrama de E2 (B) e EE2 (D). A=280 nm.

Outras moléculas podem apresentar valores de constante de inclusdo em -

CD t&o amplos quanto 20 ou 30000 L mol™® (LUCAS-ABELLAN et al., 2008; MELO et

al., 2008; STANCANELLI et al., 2008; BERTACHE et al., 2006).

Trabalhos anteriores relatam valores de K de estradiol em 3-CD discrepantes

como 28200 ou ainda, 970 e 1100 L mol?, utilizando o mesmo método de fases de

solubilidade. Isto indica que este método, embora amplamente utilizado, pode néo

ser uma alternativa confiavel

na determinagcdo da constante de

(LOFTSSON; HREINSDOTTIR; MASSON, 2005; MASSON et al., 1995).

inclusdo
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Alguns autores defendem que a inexatiddo na determinagdo da constante
geralmente é atribuida aos valores inexatos de solubilidade inicial, principalmente
para substancias cujo So seja menor que 1,0 mg mL™?, como é o caso de E2 e EE2.
Tais erros provocam grandes deturpacdes nos valores reais da constante, ja que Sy
€ uma grandeza diretamente envolvida no calculo (LOFTSSON; HREINSDOTTIR;

MASSON, 2005).

4.1.4. Constante de complexacdo Fe?*-B-ciclodextrina

E sabido que a interagdo com ciclodextrinas pode alterar o comportamento
espectroscopico de moléculas ou ions, por isso empregou-se a espectrofotometria
na avaliacdo de complexacdo de fons Fe** por B-CD (CONNORS, 1997).

Nos espectros de absorgcdo registrados em pH 2,5, a auséncia de pontos
isosbhésticos € um indicativo de que a B-CD ndo incorpora o fon Fe* em sua
cavidade (Figura 13A).

Contudo, foi observada uma discreta mudanca na inflexdo da curva que
relacionava absorbancia em 224 nm em funcéo da concentracdo do fon Fe** (Figura
13C). Esse comportamento é um indicativo de possiveis interagdes estabelecidas
entre o ion e a B-CD, embora ndo seja possivel determinar o tipo de interacéo
ocorrida.

A formacdo de complexos de estequiometria conhecida entre Fe* e B-CD
deveria ser evidenciada pela interseccdo de curvas com inclinagdes diferentes
obtidas no gréafico representado pela Figura 13C, entretanto, a auséncia deste
comportamento mostra que ndo é possivel prever a estequiometria dos complexos

formados.
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O método empregado se mostrou ineficaz na avaliacdo da formacédo de
complexos entre Fe** e B-CD nos valores de pH 4,0 e 6,0, j& que ndo foi possivel

observar nenhuma mudanga na absor¢gdo em 224 nm.
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Figura 13. Espectros de absorcéo do Fe?* em pH 2,5 em agua. (A) Variacdo da concentracéo
de Fe?* de 0 a 1,2 mmol L™ e (B) de B-CD de 0 a 1,0 mmol L™.(C) B-CD = 0,1 mmol
L. (D) Fe* = 1,0 mmol L™
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E possivel que a interacdo dos aquocomplexos de Fe?* ocorra com a regido
externa da molécula de B-CD, de maneira que a melhor hipétese para os sitios de

interacdo seja a ilustrada pela Figura 14.
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Figura 14. Possiveis sitios de interacao da -CD.

A proposta de interacdo foi baseada no fato de que as hidroxilas internas
estdo envolvidas em ligacdes de hidrogénio intramoleculares e com isso, o atomo de
oxigénio participante destas ligagBes esteja menos disponivel para estabelecer
interacdes, assim como o a&tomo de oxigénio participante da ligagdo glicosidica. Com
isso, € mais provavel que os aguocomplexos de Fe** interajam com a regiao externa
da B-CD, estabelecendo interagbes do tipo ligagbes de hidrogénio entre as
moléculas de 4gua dos complexos e os sitios da 3-CD.

Como a B-CD possui Varios sitios de interacdo com o Fe®, é possivel que
ocorram diversas estequiometrias de complexagcdo, com o preenchimento total ou
parcial dos sitios disponiveis do macrociclo. Assim, uma molécula de 3-CD poderia
complexar um nUmero varidvel de fons Fe?*, dificultando a determinacdo da

estequiometria exata de complexagéo.
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O célculo da constante de complexagdo foi feito segundo o método
previamente descrito por Hoshino e colaboradores (1981). Neste método, a
constante, dada em L mmol L™, corresponde a inclinacdo da porcéo linear de uma

. = A = 2+ -1
curva que relaciona a razao entre absorbancia e concentracdo de Fe“” em mmol L

em fung¢ao da absorbancia em um determinado comprimento de onda (Figura 15).
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Figura 15. Determinacéo da constante de complexacédo entre Fe** e B-CD em pH 2,5, segundo
método adaptado de Hoshino. A constante K corresponde a inclinacdo da porcao

linear da curva.

Dessa maneira, as representacdes graficas das constantes calculadas nos
valores de pH 2,5; 4,0 e 6,0 sdo mostradas na Figura 16 e os resultados sao

apresentados na Tabela 7.
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Figura 16. Céalculo da constante de complexacdo Fe®*-B-CD em pH 2,5 (A), pH 4,0 (B) e
pH 6,0 (C), em A =224 nm.

Tabela 7. Valor obtido para constante de inclusdo Fe®*-B-CD em diferentes valores de pH.

pH K (L mol
2,5 1563 £ 89
4.0 10946 + 489
6,0 697 £ 58
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Os resultados mostram que o menor valor da constante foi observado em pH
6,0. Esses valores sdo insatisfatorios, ja que se esperava que a complexacdo do
Fe?* em valores de pH préximos & neutralidade pudesse minimizar o efeito da
insolubilidade do metal em altos valores de pH. Entretanto, a melhor complexacéo
foi em pH 4,0, o que podera aumentar a eficiéncia dos processos Fenton realizados

posteriormente neste pH.

4.1.5. Constante de complexacdo Fe**-B-ciclodextrina

Na determinacdo das constantes de complexacdo Fe*-B-CD em diferentes
valores de pH, a concentracdo do Fe®*" no meio teve de ser diminuida, j& que a
absortividade desta espécie é maior que a do Fe?" e os efeitos da adicdo do fon ndo
iriam ser observados nas concentracbes empregadas para Fe®'. Entretanto, a
metodologia empregada ndo permitiu determinar a estequiometria de incluséo entre
Fe*" e B-CD, pois ndo foram observadas mudancas no comportamento de absorcéo
das espécies que pudessem ser atribuidas a intera¢cfes entre o ion e o macrociclo.

O comprimento de onda escolhido foi de 302 nm, regido em que a banda de
absorcao do ion esta bem definida.

As representacdes gréficas das constantes calculadas nos valores de pH 2,5;

4,0 e 6,0 sdo mostradas na Figura 17 e os resultados sé@o apresentados na Tabela 8.
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Figura 17. Célculo da constante de complexacéo Fe*'-B-CD em pH 2,5 (A), pH 4,0 (B) e pH
6,0 (C), em A = 302 nm.

Tabela 08. Valor obtido para constante de inclusdo Fe**-B-CD em diferentes valores de pH.

pH K (L mol ™)
2,5 1144 + 107
4,0 218 £ 125
6,0 6970 £ 2098
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Estes resultados mostram que, diferente do que foi observado para o Fe?*, a
maior constante de complexacdo determinada foi em pH 6,0, enquanto o menor
valor observado foi atribuido ao pH 4,0. Tais resultados mostram que a ciclodextrina
estabelece interacdes diferenciadas com cada aquocomplexo de ferro, cuja

proporcao depende do pH.

4.2. PARAMETROS CROMATOGRAFICOS APLICADOS NA DETERMINACAO DE

ESTRADIOL E ETINILESTRADIOL

As condi¢des cromatogréaficas aplicadas para a determinagdo dos estrégenos
foram adaptacdes da literatura (LOPEZ DE ALDA; BARCELO, 2000), quando os
autores utilizaram a acetonitrila como componente da fase movel. Neste trabalho, a
acetonitrila foi substituida por metanol por ser da mesma série eluotrdpica,

apresentando comportamento cromatografico semelhante.

4.2.1. Estabelecimento da propor¢éo da fase mével e volume de injecao de estradiol

e etinilestradiol

Todas as condicdes aqui descritas incluiram vazdo de 1,0 mL min™,
temperatura do forno da coluna a 40 °C e monitoramento em A = 280 nm.

Para o E2, foi testada primeiramente a condigdo de 100% metanol. O analito
apresentou tempo de retengcdo (tr) de 2,5 minutos, indicando que sua eluigéo
ocorreu no volume morto da coluna. Esse comportamento indica que nenhuma

interac@o entre o E2 e a fase estacionaria foi estabelecida, provavelmente devido a

87



Resultados e discussdo

forte interacdo com a fase movel. Portanto, foi necessario reduzir a for¢a de eluigdo
da fase movel.

A proxima condicao testada foi 90% metanol. Nesta condig&o, o tg do E2 foi
de 7,4 minutos.

Na terceira condi¢éo testada, adicionou-se 0,2% (v/v) de &cido acético na fase
movel, a fim de reduzir a assimetria do pico, o que foi alcancado na presenca do
acido.

Foram também testados 70 e 75% de metanol com 0,2% de &cido acético.
Em ambos os casos, o pico cromatografico apresentou tg maior que 20 minutos, o
gue tornou o tempo de analise muito longo.

A condicdo final testada foi 85% metanol acidificado: 15% &agua. O tg do
analito foi de 11,4 minutos, o que foi considerado adequado.

Para avaliar a influéncia do volume de injecdo, uma solucédo-estoque 10 mmol
L™ de E2 foi utilizada. O volume injetado de 20 pL apresentou baixa intensidade no
sinal cromatografico. Ja o volume de 80 pL apresentou encaudamento do pico.
Finalmente, o volume de injecdo de 50 pL foi considerado adequado por apresentar
um sinal de alta intensidade no equipamento bem como a simetria do pico
cromatografico.

Vale ressaltar que estas condi¢cbes estabelecidas sdo aplicadas ao valerato
de E2, que foi utilizado neste trabalho como precursor para o E2.

Tendo em vista as condi¢gdes estabelecidas para o E2, as mesmas condi¢des
cromatogréaficas foram aplicadas a determinacdo do EE2. Entretanto, com tal
proporcao de fase movel, o tg do analito foi de 3,9 minutos, indicando que a eluicao

ocorria proxima ao volume morto.
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Em seguida, a forca de eluicdo da fase modvel foi reduzida para 75% de
metanol acidificado e o volume de inje¢do reduzido para 40 pL, j& que na condigcdo
anterior o pico apresentou assimetria. Nesta condi¢do, o encaudamento foi reduzido,
mas a eluigéo ainda ocorria N0 mesmo tg.

ApoOs sucessivas adequacbes, a condicdo final estabelecida foi de 65%
metanol acidificado com 0,2% de &cido acético e 35% &gua, apresentando tg
aproximado de 10,3 minutos, e volume de injecdo de 30 pL, com total simetria do
pico cromatogréfico.

Os cromatogramas de E2 e EE2 nas condi¢Bes cromatograficas determinadas

sdo mostrados na Figura 18.
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Figura 18. (A) Cromatograma de E2 7,5 mg L™, fase mével 85:15 metanol/0,2% &cido
acético:agua. (B) EE2 5,0 mg L*, fase mével 65:35 metanol/0,2% &cido
acético:agua. Vazao 1,0 mL min?, temperatura do forno da coluna 40 °C, A=280
nm.

4.2.2. Parametros cromatograficos para estradiol e etinilestradiol

Apoés estabelecidas as condi¢cdes cromatograficas ideais para a determinacgéo

dos horménios, uma curva analitica foi construida para cada um dos analitos a fim
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de se determinar os parametros limite de deteccao (LD), limite de quantificacdo (LQ)
e linearidade do equipamento (Figura 19).

O parametro LD é a menor concentracdo do analito que pode ser detectada,
enquanto o LQ € a menor concentracdo que pode ser quantificada com

confiabilidade.

5x10° 3,0x10°

2,5x10°
2,0x10°

1,5x10°

Area
Area

1,0x10°

5,0x10°

0,04

0 50 100 150 21(')0 250 0 50 100 150 25')0 250
Concentragdo de E2 (mgL ) Concentragdo de EE2 (mgL )

Figura 19. Curvas analiticas, preparadas em metanol, com concentracdo de 1,0 a 200 mg L™

para E2 (A) e concentracdo de 0,5 a 200 mg L™ para EE2 (B).

Para tais determinacgfes, utilizou-se os parametros da curva analitica
estabelecida de acordo com as recomendagfes da IUPAC (CURRIE, 1999).
Segundo a literatura, o LD € igual a 3 x s/S e o LQ igual a 10 x s/S, onde s € a
estimativa do desvio padrdo da curva analitica e S é o coeficiente angular desta
mesma curva.

A linearidade para E2 e EE2 também foi determinada segundo Etre (1993),

admitindo-se uma variacao entre 95 e 105% (Figura 20).
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Figura 20. Linearidade para E2 (A) e EE2 (B), admitindo variacao de 5%.
Os parametros analiticos sdo apresentados na Tabela 9.
Tabela 9. Parametros cromatograficos para estradiol e etinilestradiol.
LD LQ Equacédo dareta Intervalo de r?
linearidade (mg L™
(mgL? (mgL? Mot
E2 0,19 0,64 y = 1172+ 20638 x 5-200 0,999
EE2 0,70 2,33 y = 11615+ 11644 x 1-200 0,997

Outro parametro avaliado foi a precisao das inje¢cdes. Segundo o fabricante, a

variagdo maxima em diferentes injecdes efetuadas pelo equipamento é de 5,0%. As

injecbes apresentaram coeficiente de variagdo menor que 5,0%. Como a precisdo

esta dentro dos limites preconizados, foi realizada uma Unica inje¢cdo das amostras

retiradas das reacdes de degradacéo.
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4.3. ESTUDOS DE PRE-CONCENTRAGAO E RECUPERAGAO DOS ANALITOS

POR EXTRACAO EM FASE SOLIDA

4.3.1. Etinilestradiol

Segundo Ribani e colaboradores (2004), o intervalo aceitavel para a
recuperacao de analitos estd compreendido entre 70 e 120%, com coeficiente de
variagdo de 20%. Se a complexidade da matriz € maior, sdo aceitaveis valores entre
50 e 120%.

Inicialmente, os experimentos foram realizados com dois volumes diferentes
percolados de amostra. As recuperacbes de EE2, a partir de solucdes de
concentracdes aproximadamente 1,5 vezes maior que o LQ, ou seja, de 3,5 mg L™,
foram avaliadas e sdo mostradas pela Tabela 10. Todos os estudos foram realizados
em triplicata.

A recuperacdao foi calculada, em funcéo da massa do EE2, conforme Equagéo

16.

Tabela 10. Eficiéncia da recuperacédo de 3,5 mg L™ de EE2 em cartuchos novos.

V (mL) R (%) CV (%)
5,0 97,80 0,93
10,0 119,23 6,27

A recuperacdo em cartuchos utilizados também foi testada nesta
concentracdo e indicou que ndo ocorre diminuigdo na recuperacdo do analito até o

terceiro uso do cartucho (Tabela 11).
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Tabela 11. Recuperacéo de 3,5 mg L™ de EE2 em cartuchos reutilizados.

5,0 mL 10,0 mL

R (%) CV (%) R (%) CV (%)
1° uso 97,80 0,93 119,23 6,27
2° uso 98,13 0,81 110,27 9,54
3° uso 98, 20 1,06 116,87 4,71

Os resultados mostram que os valores encontrados para a recuperagéo do
etinilestradiol nesta matriz esta situado na faixa considerada aceitavel na literatura.
Outro nivel de concentracdo do EE2, correspondente a cerca de 3 vezes o

LQ, foi testado e os resultados sdo mostrados na Tabela 12.

Tabela 12. Recuperacéo de 6,2 mg L™ de EE2 em cartuchos reutilizados.

5,0 mL

R (%) CV (%)
1° uso 102,30 14,53
2° uso 115,83 24,05

Os resultados para este nivel de concentragdo apresentaram um coeficiente
de variacdo muito alto e por isso, essa concentragdo nao foi utilizada nos
experimentos.

Por oferecer recuperacdes satisfatorias e fornecer amostras 20 vezes mais
concentradas que a inicial, a eluicdo de 10,0 mL de amostra foi utilizada para EFS, o
gue resultou em andlises com maior sensibilidade e em amostras com

concentracdes muito acima dos limites de deteccao e quantificagéo.
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A agitacdo do EE2 na presenca de B-CD permite maior solubilizagcdo do
hormdnio, o que ndo pode ser alcangado na auséncia do sacarideo, constatado
experimentalmente neste trabalho. Sendo assim, a concentragdo da amostra
utiizada nestes estudos de recuperacdo foi muito maior que as utilizadas
previamente nos estudos na auséncia de (3-CD.

A recuperacao do EE2 testada na presenca de B-CD é mostrada na Tabela
13. Os valores obtidos se encontram na faixa aceita pela literatura, embora os
valores de CV estejam proximos do limite preconizado pela literatura. O reuso do

cartucho é recomendado até a terceira reutilizagéo.

Tabela 13. Recuperacdo de 11,4 mg L™ de EE2, na presenca de 115 mg L™ de B-CD, em

cartuchos reutilizados.

10,0 mL

R (%) CV (%)
1°uso 101,14 19,55
2° uso 97,30 10,43
3° uso 85,24 19,31

Foi possivel observar que a presenca de (3-CD néo afetou a recuperagéo do
EE2, tendo em vista que os valores observados estdo proximos a 100%, um

indicativo que a recuperacao foi bem sucedida mesmo na presencga do macrociclo.

4.3.2. Estradiol

A recuperacdo do E2 foi testada na auséncia e na presenca de [(-CD.

Entretanto, na auséncia de B-CD, as concentra¢cfes das solu¢bes de horménio
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obtidas pela dissolucdo do valerato de E2 em &gua estavam provavelmente abaixo
do LD, ndo sendo possivel calcular a massa de hormonio na solugédo antes da pré-
concentracao.

Desta maneira, calculou-se apenas a recuperacéo na presenca de 3-CD, que

€ mostrada pela Tabela 14. Os experimentos foram realizados em triplicata.

Tabela 14. Recuperacdo de 2,7 mg L™ de E2 na presenca de 50 mg L™ de B-CD, em

cartuchos reutilizados.

10,0 mL

R (%) CV (%)
1° uso 80,74 14,83
2° uso 103,83 3,88
3° uso 93,21 7,70

Embora os resultados tenham se apresentado dentro da faixa recomendada
pela literatura, optou-se por trabalhar com solugdes de E2 preparadas a partir da
diluicdo de uma solugéo-estoque do horménio preparada em metanol. Esta decisédo
foi baseada no fato de que a preparacdo da solucdo a partir de uma solugéo
metandlica mais concentrada permite o alcance de maiores concentracfes de E2 em
solucéo, enquanto que a dissolugéo direta do horménio em agua leva a solucdes de
baixissima concentracdo. A diluicdo da solugéo-estoque no preparo da solucdo de
E2 é interessante para contornar situacbes em que a concentracdo de horménio

dissolvida seria muito baixa, como quando na auséncia de (3-CD.
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Por isso, foi testada a recuperacdo de E2 a partir destas solugbes. Os
resultados sdo mostrados na Tabela 15 e se mostraram adequados com a faixa

descrita pela literatura. A presencga de 3-CD néo interferiu na recuperagéo do analito.

Tabela 15. Recuperacdo de 10 mg L™ de E2 na auséncia e na presenca de 50 mg L™ de B-

CD, em cartuchos reutilizados.

Sem 3-CD Com B-CD

R (%) CV (%) R (%) CV (%)
1°uso 101,33 3,44 98,21 4,90
2° uso 100,82 2,09 100,07 3,87
3° uso 99,65 4,56 100,94 2,55

4.4, DEGRADAGCAO POR PROCESSO FENTON

4.4.1. Efeito do pH na hidrdlise de etinilestradiol

O processo Fenton exige que o ferro presente no meio reacional esteja
completamente sollavel. Entretanto, valores altos de pH fazem com que o ion forme
oxidos e hidroxidos insolUveis, precipitando-o e inviabilizando a reacdo de Fenton. A
presenca de B-CD poderia minimizar este problema, a partir da complexacdo do
ferro. Esta complexacéo dificultaria a precipitagdo do ferro em valores de pH mais
altos, permitindo com que a faixa de execugéo do processo Fenton fosse ampliada.

Com o objetivo de avaliar se ocorria hidrélise de EE2, o pH de uma solugéo
deste horménio na auséncia de Fe* foi ajustado para os valores de 2,5; 4,0 e 6,0 e

a concentracdo de EE2 foi monitorada por CLAE-DAD por 60 minutos. Como a
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concentracdo de EE2 se manteve constante ap0s 36 minutos de monitoramento, a
concentracao foi determinada até 60 minutos.

Ap6s 60 minutos, verificou-se que ndo houve mudanca significativa na
concentracdo de uma solucdo de EE2 apdés o ajuste de pH para 4,0 e 6,0.
Entretanto, em pH 2,5 o ajuste das condi¢des levaram a reducdo de cerca de 20%
na concentracao de EE2, o que poderia ser atribuido a uma pequena hidrélise da

molécula de hormdnio neste pH (Figura 21).

EE2 (mg L)

1 —a— pH 2,5
—e—pH4,0
—A—pH 6,0

0 T T T
0 25 50 75

Tempo (min)

Figura 21. Efeito do ajuste do pH na concentracéo de EE2.

4.4.2. Definigédo das condi¢des de degradacgéo do etinilestradiol

Durante o processo de definicho das condicdes de degradacdo do EE2
diversas condi¢des foram testadas.

Primeiramente, a condicéo de 0,2 mmol L™ de Fe?** e 10 mmol L™ de H,0; -
em pH 2,5 - foi testada. O perfil de degradagdo mostrou que houve uma rapida

reducdo na concentracdo de EE2, atingindo concentragdo abaixo do LQ apds 5
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minutos de reagdo mesmo utilizando o recurso da pré-concentracdo. No entanto, a

remocdo de COT das amostras foi de apenas 10% apos 20 minutos de reacao

(Figura 22).
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Figura 22. (A) Degradacao de EE2 por processo Fenton. Condic¢des iniciais: EE2 = 2,8 mg
L*, Fe? = 0,2 mmol L™ e H,0,= 10 mmol L em pH 2,5. (B) Remogcéo de COT;
COT,=6,5mg L™

Na tentativa seguinte, estabeleceu-se condigcbes mais brandas, como a
concentracdo de Fe** de 0,1 mmol L* e H;O, = 50 mmol L, em pH 25.
Novamente, a redugdo na concentracdo foi rapida e apdés 7 minutos de reacdo, a
concentracdo do analito ja estava abaixo do LQ. A remocédo de COT chegou a cerca

de 15% apos 15 minutos de reacéo (Figura 23).
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Figura 23. (A) Degradacéo de EE2 por processo Fenton. Condicdes iniciais: EE2 = 3,7 mg L™,
Fe?* = 0,1 mmol L™* e H,0,= 5,0 mmol L™ em pH 2,5. (B) Remoc&o de COT; COT,
=57mgL™

Com estes resultados, suspeitou-se que outro processo estivesse envolvido
na reducédo da concentracdo do EE2 que ndo propriamente a degradacao.

Por isso, a concentragdo de uma solugédo de EE2 - com o pH ajustado em 2,5
- foi avaliada apés um determinado tempo sob agitacéo, ap6s a adicdo de Fe** e

apos a adigcao de H,0, (Figura 24).
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Figura 24. Influéncia do tempo de agitacdo, da adicdo de 0,1 mmol L™ de Fe*" e da adicéo

de 5,0 mmol L™ de H,O, na concentracdo de EE2, apds ajuste de pH.
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Concluiu-se que a agitacdo e a adicdo de Fe?* ndo promovem quaisquer
efeitos sobre a reducdo do EE2 em solugdo. Entretanto, a adicdo de H,O, leva a
instantanea reducdo na concentracdo do hormdnio, indicando que realmente a
reacdo de Fenton é a responsavel pela diminuicdo da concentragdo do hormdnio em
solugéo.

Sabendo-se que a concentracao de perdxido de hidrogénio utilizada levava a
rapida degradacdo do EE2, testou-se a reducdo das quantidades de reagentes em
solucao. A nova proposta foi de 0,01 mmol L™ de Fe?* e 0,5 mmol L™ de H,0,.

Os resultados indicaram que esta condicdo se mostrou mais adequada para
avaliar o decaimento da concentracéo, visto que o perfil de degradacdo do EE2 pode
finalmente ser observado (Figura 25). Dessa maneira, as concentracdes de Fe?" e
H,O, aplicadas na degradacdo do EE2 por Fenton foram definidas em 0,01 e 0,5

mmol L, respectivamente.
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Figura 25. (A) Degradacéio de EE2 por processo Fenton. Condicdes iniciais: EE2 = 3,3 mg L™,
Fe? = 0,01 mmol L e H,0,= 0,5 mmol L?, pH 2,5. (B) Remog&o de COT; COT, =

6,5mg L™
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4.4.3. Efeito do pH na degradacdo de etinilestradiol por processo Fenton na

auséncia de B-ciclodextrina

Ap6s as condicbes de degradacdo serem definidas, o efeito do pH na
degradagcéo de EE2 foi estudado. Os resultados mostraram que as condi¢cdes
utilizadas promoveram répida degradagdo do horménio nos primeiros minutos da
reacao, principalmente nos valores de pH 2,5 e 4,0. Nestes valores de pH, a redugéo
na concentracao atingiu valores de 90 e 95%, respectivamente, apés 12 minutos de
reacao.

Ja em pH 6,0, a reducdo na concentracéo de EE2 atingiu cerca de 50% apoés
20 minutos de reacgdo, embora a concentracdo do hormoénio seja reduzida em cerca

de 40% no primeiro minuto da reagéo (Figura 26).
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Figura 26. (A) Degradacdo de EE2 por processo Fenton em diferentes valores de pH.
Condic6es iniciais EE2 = 3,5 mg L™; Fe* = 0,01 mmol L™; H,0, = 0,5 mmol L™
(B) Remocéo de COT; COT,=6,0mg L™.
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A especiacdo do fon Fe?* em &gua, mostrada pelas Equacdes 19 e 20, tem

grande influéncia na eficiéncia das reacdes de Fenton.

Fe” + H,0 > Fe(OH)* (19)

Fe?* + 2 H,O > Fe(OH), (20)

A formagéo das espécies de ferro é dependente do pH e é ilustrada na Figura

27.

Fracédo total de Fe(ll)

Figura 27. Especiacéo do Fe?* em agua em funcédo do pH, a 1,0 mol L™ de forca idnica, a
25 °C (adaptado de PIGNATELLO; OLIVEROS; McKAY, 2006).

Enquanto a constante de velocidade de reacéo entre o fon Fe** e H,0; é de
cerca de 80 L mol* s (Equacdo 1), a constante de velocidade de reacdo entre
Fe(OH), e H,O, é quase cerca de sete vezes maior, chegando a 586 L mol™* s*
(PIGNATELLO; OLIVEROS; McKAY, 2006), o que indica que a reacao é mais rapida
em pH acima de 3,0.

Como em pH 4,0, a fragcdo predominante do ferro esta na forma Fe(OH),,
mais reativa, a eficiéncia na degradagéo do EE2 em pH 4,0 foi maior que em pH 2,5,

situacéo em que a espécie predominante do ferro é Fe*".
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Os grandes desvios observados na degradagédo do EE2 em pH 6,0 devem-se
provavelmente a baixa solubilidade do ferro, e consequentemente sua precipitacdo
como oxidos e hidréxidos insoltveis, como por exemplo o Fe(OH); que pode ter
interferido na recuperacdo do EE2, promovendo tais desvios nas concentracdes de
hormoénio determinadas.

Para averiguar esta possibilidade, foi realizado um experimento em que, na
presenca de Fe?', a recuperacdo do EE2 foi testada para aliquotas de amostras
acidificadas e ndo-acidificadas antes do procedimento de pré-concentragéo, a fim de
melhor avaliar a extracdo. Neste experimento, as aliquotas foram retiradas e
acidificadas até pH 2,5, no qual a solubilidade do Fe®" estaria assegurada (Tabela

16).

Tabela 16. Comparativo de recuperacéo entre aliquotas de 10 mL de EE2 3,5 mg L*,
submetidas a acidificacdo antes da pré-concentracdo®.

R (%) CV (%)
Amostra acidificada (pH 2,5) 121,30 3,30
Amostra nédo acidificada (pH 6,0) 111,20 2,30

dandlise realizada em triplicata

Observou-se que os valores de recuperagdo de amostras acidificadas e ndo-
acidificadas foram proximos. Isto indica que a recuperacdo do analito ndo é afetada
pela possivel formacédo de precipitados de ferro.

Mesmo em posse de tais resultados, a degradacdo do EE2 foi avaliada para
amostras acidificadas antes da pré-concentracdo. Embora menores, grandes

desvios ainda foram observados (Figura 28).
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Figura 28. Degradacdo de EE2 por processo Fenton em pH 6,0. Condi¢des iniciais: EE2
= 4,0 mg L"; Fe?* = 0,01 mmol L™*; H,0, = 0,5 mmol L™. Aliquotas acidificadas
até pH 2,5 antes da pré-concentracgéo.

Como a faixa de recuperacéo indicada pela literatura esta entre 70 e 120% e
os resultados indicaram proximidade nos valores de recuperagdo de amostras
acidificadas e nédo-acidificadas, optou-se por executar os experimentos com estas
tltimas. Tal decisdo € suportada também no menor coeficiente de variacdo
apresentado na andlise de amostras ndo- acidificadas.

Embora a concentragdo do EE2 tenha sido reduzida, o COT da solu¢do néo
acompanhou este comportamento, apresentando no maximo 10% de remoc¢ao apos
60 minutos de reagcdo em pH 4,0 (Figura 26B). Este é um indicativo da
transformac&o do horménio em produtos organicos resistentes a degradacao.

A formacéo de intermediarios de degradacéo, evidenciados pela ndo remogéao
do COT, é também destacada pelos picos que surgiram nos cromatogramas apés o
primeiro minuto de reacéo, eluidos em tempos de retencdo menores que do analito.
Com o aumento do tempo de reagdo, os intermediarios formados foram degradados

uma vez que seus picos diminuiram de intensidade (Figuras 29 a 31).
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Nos trés valores de pH, destaca-se a presenca de dois picos cromatogréaficos
bem definidos de tg aproximados de 6 e 8 minutos, atribuidos a intermediarios
formados durante a reacdo. Acompanhando o comportamento comum aos outros
picos, tais intermediarios sdo degradados no decorrer do processo Fenton.

As caracteristicas destes subprodutos nédo permitiram uma boa resolugéo por
CLAE-DAD nas mesmas condi¢cdes das utilizadas para o EE2, o que exigiria
modificacdes nas condicbes cromatograficas utilizadas a fim de melhorar a

resolucao da andlise, o que ndo estava nos objetivos deste trabalho.
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Figura 29. Cromatogramas de amostras de EE2 durante processo Fenton em pH 2,5.
(A) Amostra inicial. (B) Apés 1, 15 e 60 minutos de reagdo. A concentracao
das amostras de (B) estd 20 vezes maior que a original (apoés pré-

concentracao).
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Figura 30. Cromatogramas de amostras de EE2 durante processo Fenton em pH 4,0.
(A) Amostra inicial. (B) Apo6s 1, 12 e 60 minutos de reagdo. A concentragéo
das amostras de (B) estd 20 vezes maior que a original (apdés pré-
concentracao).
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Figura 31. Cromatogramas de amostras de EE2 durante processo Fenton em pH 6,0.

(A) Amostra inicial. (B) Ap6s 1, 20 e 90 minutos de reagdo. A
concentracdo das amostras de (B) estd 20 vezes maior que a original

(ap0s pré-concentracao).
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4.4.4. Degradacdo do etinilestradiol por processo Fenton na presenca de [-

ciclodextrina

Antes da execucgéo dos experimentos de degradacédo de EE2 na presenca de
B-CD, avaliou-se se a 3-CD era resistente ao processo oxidativo. Para tanto, o COT
de uma solucdo de B-CD foi monitorado sob condigbes exatamente iguais as
aplicadas nos experimentos.

Os resultados mostraram que ndo ha remocdo de COT da solucdo de p-CD,
apos 60 minutos de reacgdo, indicando que o macrociclo ndo é oxidadado a CO,
(Figura 32). No entanto, ndo é possivel avaliar por esta analise se B-CD € oxidada a

outros compostos organicos ou se permanece inalterada.
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Figura 32. Remocédo de COT de B-CD 115 mg L™ submetida ao processo Fenton.
Condicdes iniciais: Fe?* = 0,01 mmol L™; H,0, = 0,5 mmol L. COT, = 42
mg L™
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Sabendo-se que a B-CD néo é degradada a CO, em até 90 minutos de
reacdo, os valores de COT do macrociclo foram descontados do valor total da
amostra a fim de avaliar a remocao do COT referente somente ao hormoénio.

A influéncia do pH na degradacgéo de EE2 na presenca de (3-CD mostrou um

comportamento semelhante ao observado na auséncia de B-CD (Figura 33).
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Figura 33. (A) Degradacdo de EE2, na presenca de B-CD 115 mg L™, por processo
Fenton em diferentes valores de pH. Condi¢des iniciais: EE2 = 12 mg L™;
Fe? = 0,01 mmol L?; H,0, = 0,5 mmol L. (B) Remog&o de COT; COT, = 52
mg L™; apenas do EE2 =10 mg L™.

Em valores de pH 2,5 e 4,0, a degradacdo do EE2 foi aparentemente
prejudicada pelo macrociclo, alcangando reducdes de 45 e 60% apos 20 minutos de
reacdo, respectivamente, frente aos 90 e 95% obtidos na auséncia de B-CD. A
reducédo da degradacéo pode ser atribuida & complexacéo do Fe** pela superficie da
B-CD, que possivelmente torna os ions menos disponiveis para a reacao, reduzindo

a eficiéncia do processo.
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Porém, a degradacdo do EE2 na presenca de B-CD continuou a ser rapida
nos instantes iniciais da reac¢ao, assim como na auséncia de -CD.

Por outro lado, a presencga de B-CD melhorou a eficiéncia de degradacéo do
EE2 em pH 6,0, principalmente quando os resultados sédo comparados com 0s
resultados das amostras na auséncia de B-CD e acidificadas. Neste pH, a melhoria
na degradacdo é possivelmente decorrente da complexacdo do ferro pela B-CD,
evitando a precipitagdo do mesmo em suas formas insolaveis.

A remocdo de COT - inicialmente na concentracéo de 10 mg L™, referente
somente ao EE2 - n&o foi observada nas condi¢cdes aplicadas, mostrando que
embora houvesse a degradagcdo do EE2, a formacdo de intermediarios de reagéo
recalcitrantes ocorreu de maneira significativa.

Embora a formacdo dos intermediarios de reacdo também tenha sido
observada na presenca de B-CD (Figuras 34 a 36), os cromatogramas mostram que
estes subprodutos de degradacdo foram formados em menor quantidade na
presenca de B-CD do que na auséncia do macrociclo, mostrado anteriormente pelas
Figuras 29 a 31. A formacgdo destes intermediarios de reacdo foi especialmente
baixa em pH 6,0, onde foi possivel observar apenas a reducdo no pico
cromatografico de EE2.

Em pH 2,5, houve a formacéo dos intermediarios com tgr de 6 e 8 minutos,
semelhantes aos formados na auséncia de [B-CD. Isto demonstra que estes

subprodutos séo formados mesmo na presenca de 3-CD.
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Figura 34. Cromatogramas de amostras de EE2 na presenca de B-CD durante
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processo Fenton em pH 2,5. (A) Amostra inicial. (B) Apos 1, 15 e 90

minutos de reacdo. A concentracdo das amostras de (B) esta 20 vezes

maior que a original (apés pré-concentracao).

8000

6000 +

4000

Area

2000+

L |

Figura

T
2 4 6 8 10

Tempo de retengdo (min)

12

Area

80000
—— 1 min B
—— 12 min
60000 —— 60 min
40000
20000
O_M\&J L
T T T T T

0 2

4 6 8 10 12

Tempo de retengdo (min)

35. Cromatogramas de amostras de EE2 na presenca de B-CD durante processo

Fenton em pH 4,0. (A) Amostra inicial. (B) Apos 1, 12 e 60 minutos de reacao. A

concentracdo das amostras de (B) esta 20 vezes maior que a original (apés

pré-concentragao).
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Figura 36. Cromatogramas de amostras de EE2 na presenca de B-CD durante processo
Fenton em pH 6,0. (A) Amostra inicial. (B) Apos 1, 20 e 90 minutos de reagéo. A
concentracdo das amostras de (B) est4 20 vezes maior que a original (apos pré-

concentracao).

Na literatura, a influéncia da -CD em processos Fenton foi pouco explorada.
Lindsey e colaboradores (2003) avaliaram o efeito de presenca de ciclodextrinas na
degradacéo de compostos organicos hidrofobicos por processo Fenton. Estudou-se
a adicdo de B-CD e carboximetil-B-CD na degradacdo de poluentes aromaticos
modelo, como antraceno, pireno e fenol, onde foi concluido que a presenca de CD
aumentou a eficiéncia da reag¢do de Fenton por coordenar simultaneamente o ferro e
o poluente organico, fazendo com que a geragdo de radicais *OH ocorresse nas
proximidades da molécula alvo.

Neste trabalho, no entanto, a aplicagdo da B-CD na degradacdo do EE2
reduziu a eficiéncia do processo Fenton. Embora tenha sido constatado
anteriormente que o Fe?* é complexado pela B-CD e que este foi um dos motivos
sugeridos para a aplicacado da B-CD no processo oxidativo, os resultados indicaram

gue esta complexagdo nao foi bem sucedida. Além disso, a forte associagdo entre o
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hormonio e a B-CD poderia tornar o horménio menos disponivel para a degradacao

em meio aquoso, reduzindo a eficiéncia do processo.

4.5. DEGRADAGCAO POR PROCESSO FOTO-FENTON

4.5.1. Efeito do pH na degradagéo de etinilestradiol na auséncia de 3-ciclodextrina

Os experimentos realizados anteriormente mostraram que a redugdo na
concentracdo do EE2 por processo Fenton foi significativa, embora a remocao do
COT nao tenha acompanhado este comportamento.

Sabendo-se que a eficiéncia de degradacédo pode ser maior sob irradiacao,
testou-se o processo foto-Fenton na degradacgéo de EE2.

Os resultados mostraram que a redugcdo na concentracdo do estrogeno
alcancou 100% em pH 2,5 e 4,0, ap6s 30 minutos de reacdo. Em pH 6,0, a redugéo
atingiu 60% apos 60 minutos de reagdo. Esses resultados foram muito promissores
e indicaram que o processo foto-Fenton foi capaz de reduzir o hormdnio a
concentracdes abaixo do limite de deteccdo em 30 minutos, usando baixas

concentracdes de Fe?" e H,0, (Figura 37).
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Figura 37. (A) Influéncia do pH na degradacdo de EE2 por processo foto-Fenton, sob

irradiacdo artificial. Condic¢Oes iniciais: EE2 = 5,7 mg L': Fe* = 0,01 mmol L™
H,0, = 0,5 mmol L™. (B) Remogéo de COT; COT, = 6mg L™

A remocédo de COT em pH 2,5 chegou a 80%, apds 180 minutos de reacéo, e
indica que os subprodutos formados durante a reacdo foram em grande parte
degradados, visto que somente 20% do carbono organico inicial permaneceu em
solucdo. Em pH 4,0 e 6,0, cuja remogédo de COT alcangou respectivamente 60 e
40% apo6s 180 minutos de tratamento, foi mostrado que somente uma parcela dos
subprodutos de reacéo foram degradados, pois ainda restou em solugcédo boa parte
da concentracdo de COT (Figura 37B).

Estes resultados podem ser atribuidos as formas de Fe®*" em solugéo. Em pH
2,5, as formas que contribuem para a formacdo dos radicais *OH sdo Fe*' e
Fe(OH)**, enquanto que em pH 4,0, destaca-se a contribuicdo quase total de
Fe(OH)** (Figura 4). Estas espécies apresentam um rendimento quantico de
formacdo de *OH destacavel, indicando que quando submetidas a irradiagdo em

comprimento de onda adequado as suas propriedades fotoquimicas, produziram

113



Resultados e discussdo

uma grande quantidade de radicais *OH, responsaveis pela degradacdo do
hormonio em solugéo.

Ja em pH 6,0, a forma que contribui para a fotoformagéo de radicais *OH é o
dimero do Fe**, o Feg(OH)24+, cujo rendimento quantico de formacdo de *OH é
relativamente baixo. Assim, a baixa geragdo de radicais levou & menor degradacao
neste pH, fazendo com que a redugao na concentragcédo do EE2 n&o fosse menor em
pH 6,0 do que em pH 2,5 e 4,0.

Os cromatogramas mostraram que a geracdo de subprodutos de reacao é
pouco significativa em pH 6,0. Em pH 2,5 e 4,0, foi possivel observar mudancas no
comportamento cromatogréfico das amostras, indicando a degradacdo de
subprodutos de reacado, formados logo no primeiro minuto do processo foto-Fenton

(Figuras 38 a 40).
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Figura 38. Cromatogramas de amostras de EE2 durante o processo foto-Fenton sob

irradiacao artificial, em pH 2,5. (A) Amostra inicial. (B) Ap6s 1, 15 e 60 minutos

de reacdo. A concentracdo das amostras de (B) esta 20 vezes maior que a

original (apds pré-concentracao).
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Figura 39. Cromatogramas de amostras de EE2 durante o processo foto-Fenton sob
irradiacao artificial, em pH 4,0. (A) Amostra inicial. (B) Ap6s 1, 15 e 60 minutos
de reacdo. A concentracdo das amostras de (B) est4 20 vezes maior que a
original (apds pré-concentracao).
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Figura 40. Cromatogramas de amostras de EE2 durante o processo foto-Fenton sob
irradiacao artificial, em pH 6,0. (A) Amostra inicial. (B) Apds 1, 15 e 60 minutos de
reacdo. A concentracdo das amostras de (B) esta 20 vezes maior que a original

(ap0s pré-concentracao).
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4.5.2. Efeito da B-ciclodextrina na degradacao de etinilestradiol em diferentes valores

de pH

Antes de avaliar a degradacdo de EE2 na presenca de B-CD, monitorou-se
sua degradacdo por meio da avaliagdo de remocgdo de COT. Os resultados
mostraram que a mineralizacao da B-CD por processo foto-Fenton é de cerca de 4%
apos 30 minutos de reacdo. A pequena degradacédo do sacarideo foi descontada dos
valores de COT de solug¢des que continham B-CD, para que os valores observados

se referissem somente a remocao de COT do EE2 (Figura 41).
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Figura 41. Remocdo de COT de B-CD 115 mg L™ submetida ao processo foto-Fenton.
Condicdes iniciais: Fe?* = 0,01 mmol L™; H,0, = 0,5 mmol L. COT, =42 mg L™,

Na presenca de B-ciclodextrina, a reducéo na concentracdo do EE2 atingiu os
valores de 80, 98 e 20% em pH 2,5, 4,0 e 6,0, respectivamente. O melhor resultado
foi observado em pH 4,0, em que a degradacado de EE2 foi proxima a 100% apo6s 60

minutos de reacgao (Figura 42).
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Em comparagédo com os resultados obtidos na auséncia de B-CD, a presenca
do macrociclo reduz a eficiéncia do processo foto-Fenton em pH 2,5 e 6,0. Isso é
decorrente da complexacdo do Fe®*, espécie predominante no pH 2,5, impedindo
gue ele reaja com H,O, e forme Fe®* (reacéo de Fenton). A indisponibilidade do Fe?*
livre reduz a eficiéncia da reacdo por gerar menos radicais *OH, levando a uma
menor redug&o na concentragéo do EE2.

Em pH 4,0, a eficiéncia da reacdo de degradagcao na presenca de B-CD foi
muito préxima da observada na auséncia de B-CD. Isso acontece porque a forma
predominante do ferro neste pH é Fe(OH), e esta espécie ndo ionizada apresenta
provavelmente baixa interagcdo com a B-CD, fazendo com que a geracao de radicais
*OH nao seja prejudicada.

Em pH 6,0, a baixa eficiéncia na degradacdo pode ser atribuida tanto a
complexacdo do Fe?* em B-CD, prejudicando o ciclo do processo Fenton Fe**/Fe®",
guanto as formas insollveis do ferro, que estdo presentes neste pH. Embora a maior
contribuicdo seja do segundo fator, tais condi¢gbes tornaram a reacdo pouco
eficiente, levando a uma redugéo na concentragdo do EE2 de apenas 20% apoés 60

minutos de reacao.
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Figura 42. (A) Degradacdo de EE2 por processo foto-Fenton, sob irradiagéo artificial, na
presenca de B-CD em diferentes valores de pH. Condi¢des iniciais: EE2 = 12
mg L™ Fe** = 0,01 mmol L™*; H,0, = 0,5 mmol L™ . (B) Remoc&o de COT; COT,
=52mg L"; apenas do EE2 =12 mg L™

A remocédo de COT foi quase total em pH 4,0, alcangando cerca de 95% ap0s
180 minutos de reacgéo, o que indica que os subprodutos de reacdo formados neste
pH estdo sendo degradados.

Ja em pH 2,5, a maxima remoc¢do de COT é atingida aos 15 minutos de
reacdo e permanece em 30% de remocdo mesmo com 0 aumento do tempo de
irradiacdo da amostra. Neste caso, houve um indicativo de que os subprodutos de
reacao fossem recalcitrantes ou de que o H,O, tivesse sido consumido totalmente.
Determinacdes de H,O, demonstraram que havia H,O, em solucdo suficiente para
ocorrer a reacdo, e que a formacdo de intermediérios recalcitrantes nestas
condicdes era a hipétese mais provavel para a baixa remocao de COT da amostra.

Em pH 6,0, embora uma pequena degradacéo do EE2 tenha sido observada,

ndo houve nenhuma remocéo de COT.
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O monitoramento da concentracédo de H,O; residual (Figura 43) mostrou que
ocorre o rapido consumo de perédxido de hidrogénio durante a reacdo em pH 4,0,
que foi reposto aos 60 minutos, assim que todo reagente foi consumido. Tal agéo
permitiu que a degradacdo do EE2 neste pH tivesse continuidade.

Em pH 2,5, o consumo total do perdéxido de hidrogénio ocorreu somente apds
120 minutos de reacdo, indicando que até este ponto, havia disponibilidade de
reagente para formacgéo de radicais *OH. Em pH 6,0, ap6s 180 minutos de reacao,
havia em solugdo ainda 40% da quantidade de H,O, adicionada, ndo sendo

necessaria adicdo deste reagente.
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Figura 43. Consumo de H,0O, durante degradacdo de EE2 por foto-Fenton na presenca
de B-CD. Condic6es iniciais: EE2 = 12 mg L™; Fe*" = 0,01 mmol L™*; H,O, =

0,5 mmol L™.

Os cromatogramas das reagfes em pH 2,5 e 4,0 mostraram que 0 aumento
do tempo de reagéo levou a formacao de subprodutos de degradacao, evidenciado

pelos picos cromatograficos (Figuras 44 e 45).
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Em pH 6,0, ndo sdo observados picos referentes a formacdo de
intermediérios, decorrente da baixa degradacdo do EE2. Foi possivel observar

apenas a pequena reducao no pico cromatografico do analito (Figura 46).
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Figura 44. Cromatogramas de amostras de EE2 na presenca de B-CD durante
processo foto-Fenton sob irradiacdo artificial, em pH 2,5. (A) Amostra
inicial. (B) Ap6s 1, 15 e 60 minutos de reagcdo. A concentracdo das

amostras de (B) estd 20 vezes maior que a original (apds pré-

concentracao).
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Figura 45. Cromatogramas de amostras de EE2 na presenca de B-CD durante
processo foto-Fenton sob irradiacéo artificial, em pH 4,0. (A) Amostra inicial.
(B) Ap6s 1, 15 e 60 minutos de reacdo. A concentracdo das amostras de (B)

esta 20 vezes maior que a original (ap0s pré-concentracao).
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Figura 46. Cromatogramas de amostras de EE2 na presenca de -CD durante processo
foto-Fenton sob irradiacéo artificial, em pH 6,0. (A) Amostra inicial. (B) Apos
1, 15 e 60 minutos de reacdo. A concentracdo das amostras de (B) esta 20

vezes maior que a original (ap0s pré-concentragao).

4.5.3. Efeito do pH na degradagcédo de valerato de estradiol na auséncia de -

ciclodextrina

Observou-se que a degradagédo do E2 por processo foto-Fenton em pH 2,5 e
4,0 apresenta uma variacdo até os 20 primeiros minutos de reagéo, tempo a partir
do qual a concentracdo do hormdnio comeca a diminuir até chegar a 50% da inicial,

apos 120 minutos de reacgéao (Figura 47).
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Figura 47. (A) Degradacdo de E2 por processo foto-Fenton, sob irradiagéo artificial, em
pH 2,5 e 4,0. Condicdes iniciais: E2 = 4,0 mg L™; Fe** = 0,01 mmol L™; H,0,
=0,5mmol L™,

Esse comportamento € decorrente da baixa solubilidade do E2 em agua.
Ainda que o tempo de dissolugdo do horménio em &gua tenha sido suficiente - 10
minutos, a discrepancia observada no grafico é decorrente de problemas na
dissolugcdo, o que pode ter prejudicado a recuperacdo adequada do analito,
provocando a oscilagdo da concentracdo em fase agquosa nos primeiros minutos da
degradacéo.

O monitoramento de H,O, residual mostrou que aos 30 minutos de reacao
cerca de 40% do perédxido adicionado ainda ndo havia sido consumido, indicando
que a producao de radicais *OH foi relativamente baixa (Figura 48).

Entretanto, apdés 120 minutos de reacdo, a quantidade de peroxido de
hidrogénio residual na reagédo em pH 4,0 era de menos de 5%, 0 que denota a
producdo de radicais *OH durante o processo. Comportamento semelhante foi
observado em pH 2,5, em que apés 120 minutos de reacao, apenas 30% do

perdxido de hidrogénio adicionado inicialmente permanecia na amostra.
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Figura 48. Consumo de H,O, durante degradacéo de E2 por processo foto-Fenton. Condi¢es

iniciais: E2 = 4,0 mg L™*; Fe?* = 0,01 mmol L™*; H,0, = 0,5 mmol L™.

Embora a quantidade de metanol utilizada na dissolu¢éo de E2 seja pequena
(0,1% vl/v), a presenga deste reagente pode ter prejudicado a eficiéncia da reagéo. O
metanol age como sequestrante de radicais hidroxilas, reduzindo a disponibilidade
destes radicais no meio (SAFARZADEH-AMIRI; BOLTON; CATER, 1997); com isso,
0 processo perde eficiéncia e o0 contaminante deixa de ser degradado
adequadamente.

As condi¢Bes experimentais utilizadas para o E2 séo diferentes das condicdes
utilizadas para o EE2, o que torna desaconselhavel a comparacgéo da eficiéncia do
processo para os dois hormonios.

Analises cromatogréficas das amostras em pH 2,5 e 4,0 mostram que ndo séo
formados intermediarios de degradacdo, tendo em vista que nenhum pico
cromatografico foi observado ap6s o inicio da reagéo (dado ndo mostrado).

Feng e colaboradores (2005) avaliaram a degradacdo de E2 por processo

foto-Fenton, irradiagéo acima de 313 nm. Foi concluido que hd melhora na eficiéncia
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da reacdo quando aumenta-se a concentragdo inicial de H,O, e diminui-se a
concentracdo inicial de hormdnio. Foi mostrado também que a redugdo na
concentracdo de E2 chegou a valores de até 75%, embora a mineralizacdo do
hormonio ndo tenha passado de 20%.

N&o se pode atribuir a baixa eficiéncia na degradagéo de E2 por foto-Fenton
somente ao possivel sequestro de radicais *OH pelo metanol em solu¢dao. Uma outra
possibilidade para a baixa eficiéncia € a estrutura da molécula de E2, que pode ser

resistente & degradacgéo por processos oxidativos avangados.

4.5.4. Efeito da B-ciclodextrina na degradacédo de estradiol em diferentes valores de

pH

Em pH 2,5, a dissolucdo de E2 é observada nos quinze primeiros minutos, o
que afeta a degradacdo. Nota-se que a concentracéo inicial do horménio € elevada
em 50% até o 15° minuto, a partir do qual sua concentragdo diminui (Figura 49). Este
comportamento nao é observado em pH 4,0, indicando que possiveis problemas na
dissolugéo foram observados somente no pH 2,5.

Em ambos os casos, a reducdo na concentragdo do E2 chegou a cerca de
60% apo6s 120 minutos, valor proximo do observado na auséncia de (B-CD. Dessa
maneira, 0s resultados mostram que a presenca de [(B-CD nao influencia a

degradagéo do E2 por foto-Fenton.
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Figura 49. (A) Degradacéo de E2 por processo foto-Fenton sob irradiagédo artificial, em pH
2,5 e 4,0, na presenca de 50 mg L™ de B-CD. Condi¢des iniciais: E2 = 10,0 mg
Lt Fe®* = 0,01 mmol L H,0, = 0,5 mmol L™

Em relacdo ao peroxido de hidrogénio residual, a reducdo do reagente chega
a mais de 90% em pH 2,5 e proxima a 80% em pH 4,0, ap6s 120 minutos de reagéo
(Figura 50). Embora o consumo tenha sido elevado, a presenca do metanol pode ter
reduzido a eficiéncia do processo a partir do sequestro dos radicais hidroxila.

Era esperado que a B-ciclodextrina reduzisse os possiveis efeitos provocados
pelo metanol em solucao, tornando a reacdo mais eficiente na presenca do que na
auséncia de B-CD. Entretanto, a presenca do macrociclo ndo minimizou a agéo
deste sequestrante e a eficiéncia na degradagdo alcangou valores proximos aos

observados na auséncia de (3-CD, apds 120 minutos de reacao.
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Figura 50. Consumo de H,O, durante degradagdo de E2, na presenca de B-CD, por
processo foto-Fenton. Condicdes iniciais: E2 = 10,0 mg L™; Fe?* = 0,01 mmol L’
' H,0, = 0,5 mmol L™.

Os resultados observados nos cromatogramas em pH 2,5 e 4,0 mostraram
qgue ndo ha formacao de intermediarios de degradacdo do E2 na presenca de 3-CD.
Esse comportamento € decorrente da baixa eficiéncia na degradacdo do E2,
gerando baixas concentragfes de subprodutos de reacdo, que ndo puderam ser
detectados (dados ndo mostrados).

Estudos recentes mostram que a participacdo de 3-CD em processos Fenton
esta limitada somente a aplicagdo no aumento da solubilidade de moléculas-alvo
(HANNA; CHIRON; OTURAN, 2005; VEIGNIE et al., 2009; YARDIN; CHIRON,

2006).
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5. CONCLUSOES

A aplicabilidade da B-ciclodextrina foi mostrada neste trabalho, em que este
macrociclo foi utilizado na degradacdo dos hormdonios estradiol e etinilestradiol por
processos Fenton e foto-Fenton com irradiagéo artificial.

Inicialmente, avaliou-se a interagdo da B-CD com os estroégenos. Para tanto,
calculou-se a estequiometria de inclusdo, a qual mostrou que a formacao de
complexos de inclusdo entre os hormonios estrogenos e a (B-CD seguiu a
estequiometria 1:1. Este comportamento indicou que a cavidade da B-CD foi capaz
de acomodar somente uma molécula de estrégeno por vez.

As constantes de inclusdo aparentes E2:3-CD e EE2:3-CD mostraram valores
muito préximos para os dois hormonios, demonstrando que a similaridade estrutural
entre as duas moléculas faz com que as interacdes estabelecidas entre a cavidade
da B-CD e cada uma das moléculas sejam semelhantes.

A complexacdo do Fe?* pela B-CD depende do valor do pH do meio; esse fato
pode ser atribuido as diferentes interagbes estabelecidas entre as espécies pH-
dependentes de ferro e a B-CD. A constante de complexacao Fe*-B-CD foi
decrescente na ordem: pH 4,0 > pH 2,5 > pH 6,0. Outros resultados mostraram que
constante de complexacdo Fe**-B-CD ¢é igualmente dependente do pH e
decrescente na ordem: pH 6,0 > pH 2,5 > pH 4,0.

A extracdo em fase solida permitiu o alcance de solugbes com concentragdes
acima dos LD e LQ, as quais sao analiticamente mais viaveis. Além da pré-
concentracdo das amostras, a técnica foi responsavel pela interrupcdo dos
processos Fenton e foto-Fenton. A presenca de B-CD nado exerceu influéncia na

recuperacao dos horménios.
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Os processos Fenton e foto-Fenton aplicados aos hormdnios estrégenos
estradiol e etinilestradiol, promoveram rapida degradagéo destes hormonios.

Na auséncia de 3-CD, a degradacdo do EE2 por processo Fenton é eficiente
em pH 2,5 e 4,0, mas pouco eficiente em pH 6,0. A formacdo de intermediarios
durante a degradagéo foi observada pela baixa remogéo de COT e pelo surgimento
de diversos picos cromatograficos. O mesmo comportamento foi observado na
presenca de B-CD, embora a eficiéncia dos processos nos diferentes valores de pH
tenha sido menor quando o macrociclo foi adicionado.

No caso do E2, o processo foto-Fenton apresentou eficiéncia semelhante em
pH 2,5 e 4,0. Nao foram detectados subprodutos de degradacédo de E2 na auséncia
de B-CD, visto que a reducdo na concentragdo do hormonio foi baixa e as analises
cromatograficas ndo ofereceram nenhuma informacgéo importante.

O consumo de H,O, foi quase total durante o processo foto-Fenton na
degradacéo de E2. Isso leva a crer que embora estivessem sendo formados radicais
hidroxila, a presenca do metanol — que age como sequestrante destes radicais- pode
ter reduzido a eficiéncia da reacdo, que ndo passou de 50%. Os resultados
observados na presenca de [(B-CD s&do muito semelhantes aos observados na
auséncia do macrociclo.

De maneira geral, a presenca de B-CD reduziu a eficiéncia dos processos
Fenton tanto na degradacdo de E2 quanto de EE2, demonstrando que a
complexac&o do Fe?* com o macrociclo ndo aumenta a eficiéncia do processo, como
foi proposto. Entretanto, a presenca de B-CD permitiu que 0s processos Fenton

fossem aplicados a substincias de baixa solubilidade em &gua.
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6. PERPECTIVAS

= Avaliacdo da formacdo de complexos ternarios CD-horménio-Fe?*.
» Eficiéncia dos processos Fenton mediados por outras ciclodextrinas, como
carboximetil-B-CD e hidroxipropil-B-CD.

= Estudo da toxicidade das amostras durante a degradacao dos hormonios.
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