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RESUMO

Uma grande quantidade de farmacos de diferentes classes é consumida anualmente em todo o mundo. Os
antibidticos constituem um caso especial, isso porque, correspondem a maior categoria de farmacos utilizados
na medicina e podem promover a resisténcia bacteriana de microorganismos em corpos d’agua. A
ecotoxicologia aquatica é uma ciéncia que surgiu para dar suporte no enfrentamento dos problemas de
contaminacdo dos corpos d'dgua por compostos toxicos, a exemplo dos farmacos. O objetivo desse trabalho foi
proceder com a avaliacdo da toxicidade — através da bactéria Vibrio fischeri — de efluente contaminado com
norfloxacino antes e ap0s tratamento por ozonizagdo direta e indireta. Investigou-se a influencia do pH e da
dosagem de 0zbnio sobre o processo. Foi observada a rapida degradacdo para as condicOes estudadas de pH (3
e 10) e fluxo de ozénio (0,26 e 0,52 g/h). Além disso, atingiu-se 100% de remog¢do em tempo que variou entre
5 a 10 minutos de reacdo. No entanto, a mineralizacdo ndo foi completamente alcangada. De acordo com 0s
resultados de Carbono Orgénico Total (COT), subprodutos da oxidacdo foram gerados. A melhor remocéo de
COT foi apresentada pelo mecanismo indireto de oxidacdo Com relacdo a ecotoxicidade, a oxidagdo indireta
reduz a toxicidade da amostra, enquanto a direta aumenta.

PALAVRAS-CHAVE: Ecotoxicologia, Vibrio fischeri, Ozoniza¢do, Farmacos, Norfloxacino.

INTRODUCAO

O lancamento de carga proveniente de efluentes diretamente em lagos e rios é motivo de crescente
preocupagdo. Medicamentos sdo frequentemente detectados em efluentes em niveis que variam de 1 ng/L até
g/L. Dentre os efeitos causados por este nivel de contaminagdo, cita-se a feminizagdo de peixes, em funcéo da
presenca de hormonios; efeitos negativos na reprodutividade e sobrevivéncia de organismos em fungéo da
exposicdo em laboratério a propanolol, diclofenaco, gemfibrozil, ibuprofeno e fluoxetina, além do
aparecimento de bactérias resistentes a antibioticos (LARRSON; PEDRO; PAXEUS, 2007).

Os farmacos sdo projetados para atuar em vias metabdlicas e moleculares especificas de humanos e animais,
mas frequentemente exibem efeitos colaterais importantes. Quando introduzidos no meio ambiente podem
afetar organismos que tenham estrutura similar aos humanos, bem como organismos com estruturas distintas,
em que 0s mecanismos de acdo desses quimicos sdo desconhecidos (FENT; WESTON; CAMINADA, 2006).
Nesse sentido, a ecotoxicologia aquética aparece como uma ciéncia de grande valia para dar suporte no
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enfrentamento dos problemas de contaminagdo dos corpos d'agua por compostos toxicos, como farmacos
(MAGALHAES; FERRAO FILHO, 2008).

Um balanco realizado entre as concentragdes de farmacos na entrada e saida das plantas de tratamento de
esgotos e efluentes revela que durante o tratamento nem todos os farmacos sdo completamente removidos
(TERNES, 1998). Os Processos Oxidativos Avancados (POA) vém se mostrando héabeis na degradacéo e
remocdo de medicamentos, sendo frequentemente empregados na remediacdo de efluentes industriais, esgotos
domésticos, aguas de superficie, subsolo contaminados e lixiviado de aterros sanitarios. Tratam-se de
processos extremamente eficientes para mineralizar substancias organicas de dificil degradacdo e em baixas
concentragdes (KRAUSE, 2009). Dentre os POA, o uso do 0zonio tem sido bastante adotado para o tratamento
de poluentes recalcitrantes, devido ao seu alto potencial de reducdo. A ozonizacdo pode ser realizada pela
aplicagdo de 0zdnio ou mesmo pela injecdo do 0zonio associado a catalisadores (ASSALIM; DURAN, 2006;
MAHMOUD, 2007). Tal processo de oxidacdo é pouco seletivo, uma vez que reage com toda a matéria
organica presente na matriz e ndo apenas com 0s compostos que nao sao biodegradaveis. Isso significa que o
processo pode ficar oneroso se a matriz ndo for previamente tratada por um processo bioldgico.

A eficiéncia de remocéo da carga organica pode ser afetada pela variacdo da carga de ozdnio e também pela
variacdo do pH, o qual influencia diretamente na decomposi¢do da molécula de ozénio. Em pH &cido, as
reagdes acontecem predominantemente por ozénio molecular, as quais tendem a ser mais seletivas, ja que a
molécula de ozbnio ataca as insaturacdes das moléculas organicas. Em pH basico, as reacdes de degradacao
s&o favorecidas pelo radical hidroxila (-OH). E a formagdo desse radical que caracteriza o Processo Oxidativo
Avancado (COELHO, 2008). Além da variacdo do pH, a carga de ozbnio injetada no efluente pode gerar
compostos de diversos tipos, caso a mineralizacdo ndo seja completa. Esses compostos podem apresentar
toxicidade superior a do composto de origem. Esse é o principal motivo que justifica a analise da
ecotoxicoldgica de efluentes tratados com Processos Oxidativos Avangados.

O objetivo desse trabalho foi proceder com a avaliagdo da toxicidade de efluente contaminado com
norfloxacino antes e apds tratamento por ozonizagdo direta e indireta em diferentes dosagens de ozénio.

MATERIAIS E METODOS

Para desenvolvimento do trabalho procedeu-se, inicialmente, com a preparacdo de efluente sintético com a
concentracdo de 15 mg/L de Norfloxacino (Figura 1). Esse efluente foi, entdo, submetido ao tratamento por
ozonizacao. Apds a realizacdo do processo de tratamento, efetuou-se a andlise ecotoxicolégica com a bactéria
Vibrio fischeri das amostras brutas e tratadas. A figura 2 apresenta um fluxograma das andlises e
procedimentos realizados nas amostras.

Figura 1: Férmula Estrutural do antibiético Norfloxacino
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Figura 2: Fluxograma das analises e procedimentos adotados para os ensaios de degradagéao.

Curva de calibragéo de Norfloxacino

Uma curva de calibragdo para o antibi6tico foi desenvolvida em um espectrofotdmetro de absor¢do molecular
PerkinElmer, Modelo Lambda XL, onde foram medidas as absorbancias de solugBes de diferentes
concentracdes de Norfloxacino no comprimento de onda de absor¢do maxima 273 nm. O pH das solucbes
foram ajustados para 7, assim evitando o deslocamento da banda de absor¢éo do composto.

Ozonizagéo

Para o ensaio de ozonizagdo, foi utilizado um reator cilindrico de policloreto de vinila (PVC) de 2000 mL de
volume, onde a mistura de ozbnio/oxigénio foi borbulhada no efluente por um difusor de cerdmica instalado
no fundo do reator. Os testes foram realizados em batelada, com duracdo de 60 minutos e temperatura
ambiente. Os experimentos tiveram suas condi¢bes de pH e fluxo da mistura de gas variados, como mostrado
na tabela 1. O fluxo de ozbnio foi produzido por um concentrador de oxigénio (marca OszR) e um gerador de
0zbdnio (Modelo ID-10/marca O3R) e monitorado por um rotdmetro. A figura 2 mostra o esquema montado
para a analise.

Tabela 1: Condic6es experimentais para a realizagdo da ozonizacéo do efluente.
Fluxo de oxigénio que

) Concentracdo de )
Experimento ) alimenta o gerador de pH
norfloxacino (mg/L) . ]
0zbnio (I/min)

1 15,0 05 3
2 15,0 1,0 3
3 15,0 05 10
4 15,0 1,0 10

Os fluxos foram escolhidos em funcéo da calibracdo previamente realizada na instalacdo do gerador de 0zdnio
utilizando o analisador de ozdnio ANSEROS Modelo GM 6000. A tabela 2 mostra a carga de ozbdnio gerada
em fungdo do fluxo de oxigénio escolhido, além da escolha da porcentagem de producdo de 0zdnio na camara
reacional presente no gerador de ozbnio.
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Tabela 2: Produgéo de o0z6nio em fun¢do dos fluxos de gés e da porcentagem de producéo de 0zénio
escolhidos para a realizacdo dos experimentos.

Fluxo de oxigénio Producéo de

i Porcentagem de . . i

gue alimenta o Carga de Ozbnio 0zbnio por Nivel do fluxo
) producdo de . .
gerador de 0zbnio . (gO3/m?3) unidade de tempo escolhido
] 0zbnio (%)
(L/min) (g/h)
0,5 20,0 17,5 0,52 Alto
1,0 20,0 8,8 0,26 Baixo

Para o melhor entendimento, os resultados serdo discutidos em mengdo ao fluxo de ozdnio. Assim, de acordo
com a tabela 2, os niveis alto e baixo sdo referidos aos fluxos de ozbnio na unidade g/h. Cabe ressaltar que o
fluxo de 0z6nio aumenta quando o de oxigénio cai. Isso se deve ao fato de que mais moléculas reagem quando
é menor a velocidade dentro da camara de conversao do gerador de ozbnio.

Os experimentos foram realizados em dois pH visando avaliar em qual condicdo a degradacdo do norfloxacino
é favorecida. Em pH 3 0 mecanismo de degradacdo principal é o direto, ou seja, as insatura¢cdes das moléculas
de norfloxacino sdo atacadas pelo ozdnio. Entretanto, em pH 10 é predominante 0 mecanismo indireto, onde
sdo formados radicais hidroxila (-OH).

O decaimento da concentracdo de norfloxacino no meio reacional foi monitorado utilizando a curva de
calibracdo e a medida de absorbancia em espectrofotdmetro. Para essa analise, o pH de todas as amostras foi
ajustado para 7. A mineralizagdo das moléculas de norfloxacino foi monitorada a partir da analise do carbono
organico total (COT) das amostras brutas e tratadas.

Analise ecotoxicologica com Vibrio fischeri

Todos os efluentes (bruto e tratados) passaram por teste ecotoxicoldgico com a bactéria marinha luminescente
Vibrio fischeri, utilizando o equipamento MICROTOX® Modelo 500 Analyzer (SDI). Os testes foram
realizados de acordo com as determinacfes da norma ABNT NBR 15411-3: Ecotoxicologia Aquética —
Determinacao do efeito inibitério de amostras de dgua sobre a emissdo de luz de Vibrio Fischeri (ensaio de
bactéria luminescente) e seguindo o protocolo estabelecido pelo software (MICROTOX® Omni Software,
versdo 4.1) do préprio equipamento MICROTOX® Modelo 500 Analyzer. As bactérias liofilizadas utilizadas
foram também obtidas da SDI e ficaram armazenadas a temperatura de — 20°C. A toxicidade aguda (ECso) foi
determinada a partir de 9 (nove) diluicbes, em medi¢Bes da luminescéncia da bactéria nos tempos 5, 15 e 30
minutos. Ressalta-se que, para realizacdo dos ensaios de toxicidade, o pH das amostras foi modificado para a
faixa entre 6,0 - 8,5.

RESULTADOS

Abaixo sdo apresentados os resultados obtidos para cada uma das etapas realizadas nesse trabalho: o preparo
da curva padrdo, os ensaios de 0zoniza¢do e a analise da toxicidade do efluente bruto e tratado.

Curva de calibragdo de Norfloxacino

A figura 3 apresenta a curva de calibracdo de norfloxacino construida em espectrofotdmetro no comprimento
de onda 273 nm e em pH 7. A equacdo da reta obtida é y = 0,1066 X + 0,0356, com coeficiente de
determinagdo igual a 0,997, o qual demonstra uma correlacdo forte entre os pontos.
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Figura 3: Curva de calibracdo do norfloxacino construida em espectrofotdmetro de absorcéo molecular.

Ozonizacao

Os experimentos utilizando a ozonizagdo para o tratamento de efluente contaminado com o Norfloxacino
foram realizados com o objetivo de avaliar a sua degradacdo e também a mineralizagdo. Os resultados foram
agrupados de acordo com o mecanismo de degradacdo. Na figura 4 sdo apresentados os resultados para a
degradacdo em meio acido (mecanismo direto) e na figura 5 estéo os resultados da degradagdo em meio basico
(mecanismo indireto).
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Figura 4: Ozonizacao do norfloxacino em pH = 3.

A figura 4 ilustra que a remog&o do norfloxacino pelo mecanismo direto, utilizado para dois fluxos de 0z6nio,
aconteceu de forma semelhante, ndo havendo nenhum incremento na degradacdo quando o fluxo de gés foi
aumentado. A degradacdo foi rdpida, atingindo quase 100% de remog¢do de norfloxacino em 5 minutos de
reacdo para os dois fluxos de ozénio aplicados.
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Figura 5: Ozonizacdo do norfloxacino em pH = 10.

A figura 5 ilustra que a remog¢do do norfloxacino pelo mecanismo indireto, utilizado para dois fluxos de
0zdnio, aconteceu também de forma semelhante, porém quando o fluxo foi aumentado a degradacdo aconteceu
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de forma mais rapida, chegando a 98 % de remocdo em 5 minutos de reacdo. Ja para o fluxo mais baixo do gas
(0,26g/h) o maximo de remocdo foi alcangado apenas em 10 minutos de reagdo. Portanto, é possivel verificar
que quando o fluxo de ozbnio foi dobrado o tempo da rea¢do diminuiu pela metade. Porém, para avaliar e
discutir mais adequadamente a cinética da reacdo, outros testes devem ser realizados.

De acordo com as figuras apresentadas, a remo¢do do Norfloxacino pelo ataque direto (pH &cido) das
moléculas de 0zonio as insaturagGes (figura 4) é mais rapido: em 5 minutos de reagdo as amostras ja haviam
atingido total remocdo. J& 0 mecanismo indireto € um pouco mais lento, sendo o total de remocao apenas em
10 minutos de reacéo.

A tabela 3 apresenta a porcentagem de remocdo de carbono organico total das amostras e as condicdes
operacionais adotadas.

Tabela 3: porcentagem de remocé&o de carbono orgénico total (COT) para as amostras ozonizadas.

Experimento pH Fluxo de gés (g/h) Remocéo de COT (%)
1 3 0,52 33,2
2 3 0,26 32,5
3 10 0,52 67,7
4 10 0,26 43,8

Observa-se que a remocao de carbono orgénico total foi relativamente baixa. No mecanismo de oxidagao
direta, a molécula é atacada principalmente em suas insaturagdes, o que justifica a baixa mineralizagdo
verificada nesse processo. Esse resultado indica que a molécula de 0z6nio ndo consegue oxidar 0os compostos
intermediarios gerados na degradacdo do antibidtico nas condigdes de tempo e temperatura dos ensaios.

Com o aumento do pH, a oxidacéo é favorecida e a mineralizagdo do composto aumenta. Esse resultado pode
ser justificado pelo fato de o potencial de redugdo do radical hidroxila (2,80 V) ser maior que o potencial do
ozbnio (2,07 V). Dessa forma, as reacbes de oxidacdo foram intensificadas pelo mecanismo indireto, ou seja,
pela acdo dos radicais hidroxilas. Além disso, observou-se que 0 aumento do fluxo de 0z6nio fez com que a
mineralizacdo também fosse aumentada.

Analise ecotoxicolégica com Vibrio fischeri

A analise ecotoxicoldgica realizada com o efluentes bruto mostra que o Norfloxacino a 15 mg/L € toxico, com
0 EC50 de 26,25% em 30 (trinta) minutos (Figura 6).
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Figura 6: Porcentagem de efeito (reducdo de luminosidade) em fun¢do da concentracédo de Norfloxacino
nos tempos 5, 15 e 30 minutos.

A anélise de toxicidade com os efluentes tratados esclarece que os mecanismos de oxidagéo direta promovem
um aumento da toxicidade da amostra, ja 0 processo por oxidacdo indireta ndo apenas reduz a toxicidade como
é capaz de elimina-la no fluxo mais elevado de 0z6nio, ou seja, no experimento 3 (Tabela 4).

Tabela 2: Resultados de toxicidade (EC50) de efluentes provenientes de tratamento por ozonizagao

Tratamento por ozonizagao \

Amostra Toxicidade
Norfloxacino bruto EC50 (30min) = 26,25%
Experimento 1 EC50 (30min) = 4,35%
Experimento 2 EC50 (30min) = 7,53%

Experimento 3 Hormesis
Experimento 4 EC50 (30min) = 65,96%

Os resultados dos testes ecotoxicoldgicos sugerem que a oxidagdo por ozénio, embora seja capaz de degradar
rapidamente o Norfloxacino (Figura 4), acaba por gerar metabdlitos ainda mais toxicos. Chega-se a essa
conclusao a partir da deteccdo de que, embora o antibidtico deixe de existir, a amostra apresenta-se ainda mais
toxica que a bruta. Observa-se, ainda, que quando o fluxo de o0z6nio aplicado ¢ maior (experimento 1) a

amostra fica ainda mais tdxica, sugerindo que essa condigdo favorece o aparecimento de subprodutos toxicos
(Figura 7).
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Figura 7: No grafico A, porcentagem de efeito (reducdo de luminosidade) em fungédo da concentragéo de
efluente nos tempos de 5, 15 e 30 minutos no experimento 1. No gréfico B, porcentagem de efeito
(reducéo de luminosidade) em funcdo da concentracgéo de efluente nos tempos de 5, 15 e 30 minutos no
experimento 2.

Ja com relacéo a oxidacgdo indireta, através do radical hidroxila, observa-se uma melhoria do efluente do ponto
de vista ecotoxicoldgico. Embora a degradacdo do Norfloxacino seja mais lenta nessas condices (Figura 5),
nota-se que nesse caso a mineralizagdo do antibidtico ocorre de maneira mais efetiva, isso €, gerando nenhum
ou menos subprodutos téxicos. Os resultados de toxicidade esclarecem que o processo foi capaz de reduzir a
toxicidade do efluente e, no caso do fluxo mais elevado de ozdnio (experimento 3), a amostra deixou de ser
toxica (Figura 8). Esclarece-se que no experimento 3 foi detectada hormesis, isso €, um desvio positivo
apresentado pelo organismo-teste na presenca do contaminante. Ressalta-se que a detec¢do da hormesis ndo é

sinal de que o contaminante seja benéfico ao organismo, ao contrario, pode tratar-se de contaminante que se
apresenta toéxico em testes de toxicidade crdnica.
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Figura 8: No grafico A, porcentagem de efeito (reducao de luminosidade) em fung¢édo da concentragéo de
efluente nos tempos de 5, 15 e 30 minutos no experimento 3. No grafico B, porcentagem de efeito
(reducdo de luminosidade) em func¢éo da concentragdo de efluente nos tempos de 5, 15 e 30 minutos no
experimento 4.
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Salienta-se que o estudo ainda estd em andamento. Destarte, analises continuam sendo realizadas para
confirmar os resultados. Acontecerdo, ainda, novas analise que buscardo detectar a formacdo e identificar a
natureza dos metabdlitos gerados durante o processo de degradacdo do Norfloxacino.

CONCLUSOES

A partir do trabalho desenvolvido € possivel verificar que o Norfloxacino é facilmente monitorado por
espectrofotometria de absorcdo molecular. Além disso, observa-se que a ozonizacao é eficiente e rapida para a
remocdo do antibidtico de efluentes aquosos. Entretanto, compostos intermediarios sdo gerados e a completa
mineralizacdo ndo é atingida. Os mecanismos indiretos de oxidagcdo mostraram-se mais eficientes, embora
mais lentos que os de oxidacgdo direta. Com relacdo a ecotoxicidade, a oxidagdo indireta reduz a toxicidade da
amostra, enquanto a direta aumenta.

No contexto ecolégico, os farmacos diluidos em corpos d’agua apresentam elevado poder de ocasionar
disturbios negativos, alterando o desempenho de véarios organismos no meio ambiente. Apesar disso, no Brasil,
estudos sobre a redugdo da toxicidade em efluentes contaminados sdo incipientes e pouca informagdo esta
disponivel. E necessario desenvolver o conhecimento a respeito da eliminacdo dos farmacos por técnicas de
tratamento de agua. Mesmo se mostrando eficientes e importantes, os POA ainda ndo sdo amplamente
explorados em escala industrial devido ao desconhecimento dos reais custos a serem aplicados. Estes custos
podem ser ainda mais baixos que o tratamento convencional se o POA for bem empregado. Esse contexto
reforca a necessidade de pesquisas aplicadas aos tratamentos mais avancados, buscando tornad-los mais
eficientes (inclusive financeiramente).
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