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RESUMO
Os medicamentos beneficiam a humanidade, melhorando a qualidade de vida e

proporcionando longevidade as pessoas na sociedade atual. Por consequéncia, hd uma forte
movimentacdo da indlstria farmacéutica acarretando geracdo de residuos, como compostos
emergentes, persistentes, bioacumulativos e toxicos. Por envolver contaminantes recalcitrantes
normalmente os tratamentos convencionais ndo sdo eficientes para sua completa eliminacdo,
surgindo assim, a necessidade de tecnologias adicionais de tratamento. Desta forma os processos
oxidativos avancados (POAs) podem se apresentar como uma atraente alternativa, que visa a
degradacédo dos contaminantes e a sua transformacgdo em produtos inofensivos que nao apresentem
toxicidade e/ou sua completa destruicdo, transformando-os em CO., H>O e anions inorganicos.
Estes processos se baseiam na oxidacdo dos compostos organicos por meio de geracdo de especies
reativas, tais como o radical hidroxila e 0zénio. Pensando nisso o objetivo deste trabalho é avaliar
a degradacéo, mineralizagdo e toxicidade da nimesulida N-(4-nitro-2-
fenoxifenil)metanosulfonamida, um anti-inflamatério ndo esteroide indicado para condicdes que
requeiram atividade anti-inflamatoria, analgésica e antipirética. Para realizagdo deste trabalho foi
utilizada a técnica de planejamento fatorial, uma ferramenta fundamentada na teoria estatistica,
que fornece informacGes seguras sobre o processo, otimizando-o0 € minimizando o empirismo. Os
resultados obtidos foram otimistas obtendo-se completa degradacdo do medicamento, cerca de
80% de remocéo do carbono organico total e diminui¢éo consideravel da toxicidade para Daphnia

Similis e Artemia Salina.

PALAVRAS CHAVE: Nimesulida, Processos Oxidativos Avancados, Planejamento

Experimental.



ABSTRACT

The pharmaceutical benefit the humanity improving the quality of life and providing
longevity to persons are living in today’s society. By consequence, this leads to a strong drive of
the pharmaceutical industry, resulting in the generation of waste, being one of the major concerns
for ecosystems, seeing that, generally these compounds are persistent, bioaccumulative and toxic.
Since they are recalcitrant contaminants, usually conventional treatments are not efficient for their
complete elimination, appearing so, the need for additional treatment technologies. This way, the
Advanced Oxidative Processes (AOPs), can present itself as an attractive alternative aimed at the
degradation of contaminants, in other words, its transformation into harmless products that do not
exhibit toxicity and/or their complete destruction, turning into CO., H,O and inorganic salts.
These processes are based on oxidation of organic compounds by generation of reactive species,
such as hydroxyl radical and ozone. Thinking about that, the aim of this study is to evaluate the
degradation, mineralization and toxicity of nimesulide N-(4-Nitro-2-
phenoxyphenyl)methanesulfonamide, an anti-inflammatory nonsteroidal indicated for conditions
requiring anti-inflammatory, analgesic and antipyretic activity. For this work we opted for the
factorial design technique, a tool based on the statistical theory, providing reliable information
about the process, minimizing empiricism. The results were optimistic obtaining complete
degradation of the pharmaceutical, about 80% removal of TOC and considerable decrease in

toxicity for Daphnia Similis and Artemia Salina.

KEY WORDS: Nimesulide, Advanced Oxidative Processes, Experimental Design.
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1- INTRODUCAO

O crescimento demografico e a expansdo industrial tém trazido varios problemas ao
meio ambiente. Contaminacdo de solos, atmosfera, aguas superficiais e subterraneas sao
consequéncias sofridas por todo o planeta. Entre os varios contaminantes organicos estéo 0s
provenientes de farmacos, produtos de higiene pessoal e agroquimicos.

Os produtos farmacéuticos e de higiene pessoal representam uma grande porcentagem
nesta contaminacdo pois, tais produtos estdo fortemente ligados a saude e bem-estar, e por
iSO 0 setor estd sempre em constante crescimento.

O mercado farmacéutico brasileiro foi 0 sexto maior do mundo em 2012, registrou
uma receita bruta de R$ 49,6 bilhGes e em 2016, o Brasil devera ser o quarto maior mercado
farmacéutico do mundo, depois dos Estados Unidos, China e Japdo. O mercado de farmacos
no pais deverd atingir vendas de R$ 87 bilhdes em 2017 segundo dados da Pharmaceutical
Market Brazil.

A alta producdo e consumo desses produtos aumenta a preocupacdo em relacdo aos
residuos gerados que, ndo sdo removidos totalmente nos processos convencionais de
tratamento. Portanto, desenvolver estratégias para minimizar o impacto ambiental se faz
necessario visto que, muitos compostos ja foram detectados no ambiente em niveis de
nanogramas a microgramas por litro (BARRON, 2009).

A consciéncia em relacdo ao impacto ambiental causado por estes contaminantes se
reflete nas publicagdes na literatura especializada, que desde 1990 tem mostrado um
crescimento exponencial no nimero de estudos sobre essa classe emergente de poluentes da
agua. A maioria desses poluentes frequentemente se apresentam como substancias
persistentes e bioacumulativas no meio ambiente (MOMPELAT et al., 2008).

Na figura 1 é apresentado um histograma do nimero de publicacBes (desde 1990) em
funcdo dos anos. As palavras chaves usadas na construcdo deste grafico foram

contaminantes, farmacos e meio ambiente e a base de dados utilizada foi o Science Direct.



12

Figura 1: Grafico de publicagbes dos Gltimos 25 anos sobre contaminacdo ambiental

por farmacos.
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Fonte: http://www.sciencedirect.com/

A maioria dos micropoluentes organicos tem origem antropogénica e estdo sendo
continuamente liberados nas aguas residuais ou diretamente no meio ambiente (figura 2)
(MOMPELAT et al., 2008).

Figura 2: Principais rotas de Contaminagdo ambiental por medicamentos e produtos de
higiene pessoal (Adaptado de SANTOS et al., 2010).
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Visto que os residuos farmacéuticos trazem grande preocupacdo em relacdo ao

impacto ambiental, se faz necessario a utilizacdo de técnicas adicionais de tratamento nas


http://www.sciencedirect.com/
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quais 0s processos oxidativos avangados (POAS) se apresentam como uma alternativa para o

tratamento de compostos recalcitrantes.

Estes processos se baseiam na oxidacdo dos compostos organicos por meio de radicais
oxidantes fortes, tais como radical hidroxila e 0zénio (CAVALCANTE et al., 2015; GOzZZI
et al., 2012).

Neste trabalho o intuito é estudar a degradacdo da nimesulida, um anti-inflamatério
ndo-esteroide (AINE) muito utilizado nas praticas de automedicacdo e comumente prescrito
para condi¢cdes que requeiram atividade anti-inflamatoria, analgésica e antipirética.

Para o desenvolvimento deste trabalho optou-se por um tratamento estatistico, com
objetivo de minimizar custos e nimero de experimentos, explorando 0 maximo de respostas
fornecidas pelo sistema.

E por fim a realizagéo de testes de toxicidade para solu¢des do farmaco tratado e néo
tratado.

11 ANTI-INFLAMATORIOS NAO ESTEROIDES, AINES.

Os Anti-inflamatorios ndo esteroides AINEs fazem parte de uma das classes de
medicamentos mais prescritos em todo o mundo para o tratamento de dor e inflamacgGes,
além de estarem entre os mais utilizados nas praticas de automedicacdo (SAKATA, 2008).

Os AINEs possuem acdes analgésicas, anti-inflamatoria, antitérmica e antitrombotica.
Sdo farmacos que inibem a inflamacdo por meio da inativacdo das isoenzimas
ciclooxigenases constitutiva (COX-1) e induzivel (COX-2) (NIEDJA et al., 2008).

A isoforma COX-1, induz a producéo de prostaglandinas envolvidas na regulacdo de
funcbes fisioldgicas, como por exemplo a prote¢cdo da mucosa gastrica. J& a COX-2 ¢
responsavel pela formacdo das prostaglandinas que sdo liberadas juntamente com outras
substancias desencadeando o processo inflamatério (NIEDJA et al., 2008).

A enzima ciclooxigenase (COX) promove um processo de oxigenacao e cicliza¢do do
acido araquidonico (figura 3a) — liberado pela inflamacdo — produzindo assim a molécula

biologicamente ativa prostaglandina (figura 3b) (SAMAD et al., 2002).
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Figura 3: (a) Estrutura do &cido araquidénico. (b) prostaglandina.
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Fonte: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/444899#section=Top

A acdo dos AINE é inibir a enzima ciclooxigenase eliminando assim a inflamacéo, no
entanto alguns AINE apresentam efeitos adversos por inibir também a COX-1. Estes AINEs
sdo 0s ndo seletivos, ja outros AINE dentre os quais a nimesulida faz parte, sdo seletivos,
pois atuam preferencialmente na COX-2 minimizando os efeitos adversos consequentes a
inibicdo enzimatica ndo seletiva (WANNMACHER e BREDEMEIER, 2004).

Por outro lado, diversos trabalhos mostram que alguns AINEs (incluindo a nimesulida)
apresentam hepatotoxicide (LICATA et.al.,2009; TRAVERSA et.al.,2003; TAN et
al.,2007).

A hepatotoxicidade é a terminacao dada a substancias que causam lesdo ao figado. Os
efeitos podem variar de transaminases séricas para hepatocelular ou leséo colestéatica e,
ocasionalmente, a hepatite fulminante fatal. (AITHAL e DAY, 1999).

Dados da Organizacdo Mundial da Salude tem registrado cerca de 320 casos de
problema hepético associados ao uso de nimesulida. (KHAN,2008).

Devido ao risco apresentado por este medicamento, alguns paises como Irlanda,
Finlandia e Espanha proibiram a venda de nimesulida, ja outros paises como Estados
Unidos, Canada e Australia ndo chegaram a comercializa-la por considerarem este
medicamento de seguranca questionavel. No Brasil ainda ndo foram documentados relatos
de toxicidade hepatica relacionadas a nimesulida (ARAUJO, 2012).

1.1.1 NIMESULIDA

A nimesulida faz parte da classe das sulfonamidas, pois possui um radical sulfonamida
no lugar do radical carboxila que é mais comum aos AINES, sua estrutura é apresentada na
figura 4. Ao radical sulfonamida é atribuida as caracteristicas anti-inflamatorias, analgésicas
e antipiréticas (PIEL et al., 1997)


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/444899#section=Top
https://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:Arachidons%C3%A4ure2.svg
https://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:Prostaglandin_E1.svg
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Figura 4: Estrutura Quimica da Nimesulida
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A nimesulida € um po cristalino amarelo claro, praticamente inodoro e seu nome
sistematico € N-(4-Nitro-2-fenoxifenil)metanosulfonamida. Seu pKa varia de 5,9 a 6,56
demonstrando assim que € uma substancia levemente acida. Seu ponto de ebuligdo esta entre
147-148°C (KOVARIKOVA. et al,2003).

A solubilidade da nimesulida € alta em solventes orgéanicos, ja& em agua possui uma
baixa solubilidade, cerca de 0,01mg/mL. No entanto essa solubilidade € afetada variando-se
0 pH. Em pH é&cido a nimesulida é praticamente insolivel, mas a medida que o pH é
aumentado a solubilidade tambem aumenta. A figura 5 sugere as estruturas de ressonancia
para ionizacdo da molécula. (KOVARIKOVA. et al.,2003).

Figura 5: lonizacdo e estruturas de ressonancia para nimesulida (adaptado de
PEREIRA et al., 2011).
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Na literatura ndo ha relatos de POAs na aplicacdo de remogdo da nimesulida, mas

Kovatikova, Mokry e Klimes (2003) € Hemmateenejad, Javidnia e Saeidi-boroujeni (2008)
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discutem a estabilidade fotoquimica da nimesulida. Em seu artigo Hemmateenejad, Javidnia
e Saeidi-boroujeni (2008) relatam que o primeiro passo da fotodegradacéo da nimesulida em
luz solar natural pode ser atribuido a clivagem da ligacdo N-S e formacdo de &cido
metassulfonico e 2-fenoxi-4-nitroanilina (figura 6). O segundo passo da reagdo fotoquimica
pode estar relacionado a degradacdo de 2-fenoxi-4-nitroanilina, que pode seguir duas rotas
(1) oxidacdo do grupo NH2 a NO2 ou NOs (2) clivagem da ligacdo C-O e formacédo de 4-
nitroanilina e fenol (HEMMATEENEJAD, et al., 2008).

Figura 6: Reacdo de degradacdo fotoquimica sugerida para nimesulida (adaptado de
HEMMATEENEJAD, et al., 2008).
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1.2 PROCESSOS OXIDATIVOS AVANCADOQOS, POAs.

Embora os processos fisicos de separacdo contribuam muito para a reducao do volume
de efluentes, estes consistem apenas da mudanca de fase do poluente, ndo sendo capazes de
degrada-los ou elimina-los.

O tratamento quimico de dguas contaminadas por compostos ndo biodegradaveis faz
parte de uma estratégia a longo prazo para melhorar a qualidade dos nossos recursos
hidricos, por isso técnicas de tratamento quimico de &agua levaram a melhoria dos
procedimentos de degradacdo oxidativa dos compostos orgéanicos dissolvidos ou dispersos
em meio aquoso. Tais técnicas sdo denominadas processos oxidativos avancados, POAs
(LEGRINI et al.,1993).

Esses processos se caracterizam por transformar a grande maioria dos contaminantes
em dioxido de carbono (COz), agua (H20) e ions inorgénicos, através de reagdes de
degradacgéo oxidativa (MANSILLA et al., 2001; GOZZI et al., 2012).
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Através dos POAs, o objetivo é gerar radicais hidroxila por meio de reagdes

envolvendo oxidantes forte, como o 0z6nio (O3) e radical hidroxila (HO®) (HUANG et al.,

1993).

Os processos em que sdo utilizados catalisadores sélidos sdo chamados de

heterogéneos, enquanto que os demais sdo chamados de homogéneos. Abaixo a tabela 1

apresenta os sistemas tipicos de processos oxidativos avancados.

Tabela 1: Sistemas mais comuns de POAs (adaptado de HUANG et al., 1993).

Sistemas Homogéneos

COM IRRADIACAO
O3/UV
H.02/UV
Feixe de Elétrons
US (ultrassom)
H20./US
UsS/uv
SEM IRRADIACAO
03/H202
Os/OH"
H>O>/Fe (Fenton)

Sistemas Heterogéneos

COM IRRADIACAO
Ti02/02/UV
Ti/H0,/UV

SEM IRRADIACAO
Eletro-Fenton

Os processos UV/H20,, UV/Os e UV/H202/03 empregam radiacdo UV para

promover a fotolise do H>O, e/ou Os para gerar radicais hidroxila. Na oxidagdo

fotocatalitica o objetivo é 0 mesmo, mas neste caso o semicondutor absorve radiacdo a

fim de gerar um par elétron-lacuna que desencadeard as reacdes de oxirreducdo

(LEGRINI et al., 1993).

1.2.1 PROCESSO UV/H20:

A radiacdo UV ¢ eficiente em processos de desinfeccdo de &guas, no entanto para

remocdo de compostos orgénicos, apenas a radiacdo UV ndo € suficiente, mas se essa

radiacdo UV for combinada com H20., os radicais hidroxila gerados dessa combinagéo séo



18

extremamente potentes e capazes de oxidar compostos organicos persistentes (LEGRINI et
al., 1993).

O perdxido de hidrogénio pode atacar diretamente 0 composto organico ao mesmo
tempo que ocorre a fotolise de H20,. A radiagdo UV quebra a molécula H20. em radicais
hidroxila com um rendimento de dois radicais HO® para cada molécula de H>O2 no
comprimento de onda de 253,7nm, conforme a equacgédo 1. (GHALY et al., 2001).

H20; + hv — 2 HO’ (1)

A taxa de fot6lise de H.O> depende de varios fatores, como o comprimento de onda
utilizado e o pH que aumenta a taxa de fot6lise em condicdes alcalinas. Isso pode ser devido
principalmente ao coeficiente de absorcdo molar mais elevado do peréxido de hidrogénio
em 253,7nm (LEGRINI et al., 1993).

As reacdes comumente descritas na literatura para oxidacdo de compostos organicos
séo diferentes e podem ocorrer por trés diferentes rotas:

Abstracéo do atomo de hidrogénio:
HO® + RH — R+ H20 2

Adicéo eletrofilica:
HO® + PhX — HOPhX (3)

Transferéncia eletronica:
HO'+RX - RX"*+ HO (4)

Outras reagdes também estdo envolvidas nos POAs mas algumas promovem a inibicao
da degradacdo. Uma delas é a recombinacdo de radicais hidroxila (equacdo 5). Se um
excesso de H>O> e usado, os radicais hidroxila irdo produzir radicais hidroperoxila que séo
menos reativos e aparentemente ndo contribuem para a degradacdo (equacdo 6 a 8)
(LEGRINI et al., 1993).

2 HO® — H202 (5)
H.O, + HO® — H,O + HO" (6)
HO2" + HO2 — HO® + O2 + H O (7)

2 HO» — H202+ O3 (8)
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O uso do processo UV/H>0> traz algumas vantagens em comparagao a outros métodos
como a disponibilidade comercial do oxidante, estabilidade de armazenamento, alta
solubilidade em &gua, ndo h& problemas de transferéncia de massa associadas com gases,
formacéo de dois mols de radical hidroxila para cada molécula de peroxido de hidrogénio no
comprimento de onda de 253,7nm e procedimentos e operacoes simples (TAMBOSI, 2008).

Existem, no entanto, também obstaculos encontrados com o processo de UV/H20.. A
taxa de oxidacdo do contaminante esta limitada pela taxa de formacdo de radicais hidroxila,
existe também baixa absortividade molar de H20: na regido de 253,7nm. (LEGRINI et. al.,
1993).

1.3 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Na sociedade atual hd um enorme interesse em aperfeigoar processos, minimizando
custos e tempo, e maximizando qualidade e rendimento. Por isso muitos profissionais
inclusive os cientistas tém buscado técnicas sistematicas de planejamento de experimentos.

Em qualquer area de pesquisa sempre ha interesse em saber quais variaveis sao
importantes em algum estudo que esteja sendo realizado, assim como os limites superiores e
inferiores dos valores dessas variaveis. O planejamento experimental é uma técnica que
ajuda responder essas incertezas (CALADO e MONTGOMERY, 2003).

O emprego de conhecimentos estatisticos pode ajudar a responder perguntas de forma
racional e econbmica. Usando planejamentos experimentais baseados em principios
estatisticos € possivel extrair do sistema em estudo o maximo de informacéo util, fazendo
um nimero minimo de experimentos (BARROS NETO, et al., 2010).

Através desta técnica € possivel determinar as variaveis que exercem maior influéncia
no desempenho de um determinado processo, tendo como resultado: reducdo da variacao
dos valores pretendidos e os valores obtidos; reducdo do tempo de processo; reducdo do
custo operacional e melhoria no rendimento do processo (CALADO e MONTGOMERY,
2003).

Pelas vantagens apresentadas, atualmente muitos trabalhos envolvendo POAs tem
utilizado o planejamento experimental, com intuito de determinar as melhores condicdes na
remocdo de contaminantes organicos.

Por isso no presente trabalho optou-se pela utilizacdo do planejamento fatorial,

associado a analise de superficies de resposta, que é uma ferramenta fundamentada na teoria
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estatistica. Foi utilizado o software Estatistica que permite construir o planejamento

experimental e analisa-lo.

1.3.1 PLANEJAMENTO FATORIAL EM DOIS NIVEIS

Para executar um planejamento fatorial é necessario determinar os niveis em que cada
fator deverd ser estudado. Quando sdo executados experimentos com todas as possiveis
combinacfes dos niveis desses fatores, entdo € dito planejamento fatorial completo
(BARROS NETO et al., 2010).

Para estudar a influéncia de qualquer fator sobre uma dada resposta, é necessario fazé-
lo variar de nivel e observar o resultado que essa variagdo produz sobre a resposta. Para x
fatores um planejamento completo de dois niveis exige a realizagdo de 2x2x2X.....x2 = 2*
ensaios diferentes, sendo chamado por isso de planejamento fatorial 2 (BARROS NETO et
al., 2010).

Na realizagcdo do planejamento 2 é necessario fazer os ensaios e registrar as respostas
observadas em todas as possiveis combinacdes dos niveis escolhidos. A lista dessas
combinacdes € chamada de matriz de planejamento e costuma-se identificar estes niveis com
sinais (+) e (-) para niveis superior e inferior respectivamente. (BARROS NETO et al.,
2010).

Quando o efeito de uma variavel depende do nivel da outra, dizemos que as duas
variaveis interagem, e é possivel calcular o valor de efeito de uma variavel sobre a resposta e
também calcular o efeito da interacao entre as variaveis.

Para eliminar a necessidade de repeticdes em todos os pontos adiciona-se 0s pontos
centrais, 0s quais permitem o calculo de residuos e consequentemente do erro padrao.

Os pontos centrais sao importantes sobre a distribuicdo da variancia na predicdo da
resposta na regido de interesse. Além de contribuir para o calculo do erro, é util para a
estimativa dos termos quadraticos e fornecem informacgdes adicionais quanto ao centro da
regido experimental (PERAZIO, 2010).

1.3.2 DELINEAMENTO COMPOSTO CENTRAL, DCC.

O delineamento composto central (DCC), conhecido também como planejamento em
estrela é um dos mais populares delineamentos de modelos de segunda ordem (PERAZIO,
2010).
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Para fazer um planejamento estrela, simplesmente acrescentamos ao planejamento
inicial um planejamento idéntico, porém girando 45° em relagdo & orientagdo de partida. O
resultado é mostrado na figura 7 (DCC), assim os pontos estdo a uma distancia de v2
unidades codificadas do ponto central. Todos eles estdo, portanto, sobre uma circunferéncia
de raio v/2 (BENICIO et al.,2010).

Os pontos adicionados neste delineamento sdo os pontos axiais, que séo situados nos
eixos do sistema de coordenadas com distancia + o da origem. Estes pontos contribuem
para as estimativas dos termos quadraticos, mas ndo para a estimativa da interacdo entre 0s

fatores.

Figura 7: Planejamento em estrela, adaptado de (BENICIO et al.,2010).
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Em um DCC um modelo quadratico é desenvolvido para estimar os parametros que
indicam uma relacdo empirica entre as variaveis independentes e a variavel resposta e este

modelo tem a forma geral apresentada na equacédo 10 (GHAFOORI et al., 2012).
-1k

8 k
V=t LA+ Y AN+ Y Y AR+ (10)

i=l j=2

Onde, Y representa a resposta prevista, o ¢ um coeficiente constante (intercepto), Bie
Bii representam os coeficientes lineares e quadriticos respectivamente, Pij representa a
interacdo entre os coeficientes, Xi e X; sdo as variaveis independentes e e representa o
residuo (GHAFOORI et al., 2012).

1.3.3 METODOLOGIA DE SUPERFICIE DE RESPOSTA, MSR.

A metodologia de superficie de resposta (MSR) € um método que proporciona uma
previsdo da eficiéncia do processo para diferentes valores das variaveis independentes
testadas e a superficie de contorno ajuda identificar o tipo de interacdo entre estas variaveis
(KASIRI e KHATAEE, 2010).
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A superficie de resposta obtida com o planejamento estrela € uma representacdo
gréafica adequada para encontrar o local ideal do rendimento do processo. E possivel obter a
superficie de resposta no espaco tridimensional e o grafico de contorno num plano, no qual
cada contorno corresponde & altura da superficie. O valor ideal pode corresponder a um
maximo ou minimo que pode ser encontrado simplesmente por uma inspe¢do visual
(CANDIQOTI et al., 2014)

Quando mais de dois fatores sdo estudados, aquele que ndo estd representado
graficamente deve ser ajustado a um valor constante, assim uma parte limitada do dominio
experimental é mostrado e o 6timo ndo é necessariamente observado no grafico. Por isso
deve-se ter cuidado ao selecionar o valor da variavel fixa. As sobreposi¢cdes das curvas de
contorno também séo Uteis, pois permitem procurar visualmente a resposta mais satisfatoria
(CANDIOQOTI et al., 2014).

Uma superficie de resposta € a figura obtida quando uma varidvel resposta é

representada graficamente em funcéo de dois ou mais fatores do processo.

1.4  ENSAIOS DE TOXICIDADE

A resolucdo do CONAMA n°357 de 2005 estabelece condicdes e padrdes para
lancamento de efluentes, inclusive quanto ao potencial para provocar efeitos toxicos no
corpo receptor. A resolucio CONAMA n°430 de 2011 altera e complementa a resolugéo
n°537 estabelecendo critérios e parametros de toxicidade a serem cobrados pelos 6rgédos
estaduais.

Os testes de avaliacdo da toxicidade das substancias tdxicas obedecem a um modelo
geral de procedimento, que consiste na exposicdo de organismos-teste a diferentes
concentracbes do agente toxico em recipientes sob rigoroso controle das condicdes
ambientais como temperatura, pH e alcalinidade (CESAR et al, 1997).

Nos testes de avaliacdo da toxicidade aguda das substancias toxicas estima-se, por
meios de modelos matematicos e/ou estatisticos, a CLsg, definida como a concentracdo
estimada que produz mortalidade em 50% da populacdo exposta ao agente toxico por
determinado periodo de tempo ou concentracdo efetiva (CEso). Este periodo é variavel com
a espécie teste utilizada, mas geralmente situa-se entre 24 e 96 horas (RAND e
PETROCELLI, 1985).

A toxicidade aguda € uma resposta severa e rapida dos organismos aquaticos a um

estimulo que se manifesta num intervalo pequeno de tempo de zero a 96 horas.
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Os bioensaios com organismos aquaticos possibilitam a qualificacdo e a mensuragdo
dos efeitos dos compostos orgénicos toxicos sobre a biota e a estimativa dos riscos de
intoxicacdo ambiental. Os bioensaios, aplicados ao controle da polui¢do da agua, permitem
estimar os efeitos dos principais poluentes do meio ambiente, frente a organismos aquaticos,
pertencentes a diferentes niveis troficos destes ecossistemas (SOARES, 1985, apud.
ALMEIDA, 1987).

1.4.1 DAPHNIA SIMILIS

Daphnia spp (figura 8) é um microcrustaceo encontrado no planctdnico de 4gua doce
de todo o mundo, com tamanho médio de 5 a 6mm. Na cadeia alimentar € um consumidor
primario entre 0s metazoarios, alimentando-se por filtracdo de material organico particulado,
principalmente de algas unicelulares (CESAR et al, 1997).

Figura 8: foto da fémea embrionaria de Daphnia similis.

A escolha de Daphnia como organismo teste fundamenta-se em alguns critérios: (a)
pela reproducdo ocorrer por partenogénese originando apenas fémeas os descendentes sdo
geneticamente idénticos, 0 que assegura uma certa uniformidade de resposta nos ensaios; (b)
0 manuseio é simples, por causa do tamanho relativamente grande da espécie, em
comparacdo com outras espécies e (C) a espéecie reage sensivelmente a uma ampla gama de
agentes nocivos. (CESAR et al, 1997).

No Brasil a Dapnhia similis, embora ndo seja uma espécie nativa vem sendo
juntamente com a Daphnia magna uma das espécies mais estudadas e utilizadas em ensaios
de avaliacdo de toxicidade aguda (ZAGATO, 2006).

Os ensaios e cultivo dos organismos utilizados neste trabalho foram realizados de
acordo com Norma Brasileira 12713:2004. Na norma é possivel encontrar as condicdes de

cultivo dos organismos e o procedimento a ser seguido nos ensaios.
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1.4.2 ENSAIO COM ARTEMIA SALINA

Artemia salina (figura 9) é um microcrustaceo que vive em lagos de agua salgada e
salina de todo mundo. Possui tamanho e colora¢des variadas, que vdo do rosa-palido a
avermelhado, branco ou esverdeado dependendo do seu tipo de alimentacédo, atinge a fase
adulta em cerca de vinte dias.

Figura 9: Artemia salina (adaptado de MESARI'C et. al., 2015).

Este organismo é facilmente encontrado em lojas de aquaristas, pois é utilizado como
alimento para peixes. Seu ciclo de vida inicia-se com a ecloséo de cistos dormente, nos quais
os embrides permanecem metabolicamente inativos e quando entram em contato com agua
salgada hidratam-se e reassumem seu desenvolvimento (GOMES, 1986 apud
BORTOLOTTO, 2007).

Os motivos que favorecem o uso deste microcrustaceo em testes de toxicidade sdo: (a)
tempo relativamente curto de eclosdo dos cistos (24 horas); (b) pequena quantidade de
amostra (2 a 20mg) e (c) a simplicidade do teste que ndo requer métodos assépticos, nem
equipamentos especiais (SIQUEIRA et al., 1998).

A utilizacdo de micro crustaceos € interessante pois Sa0 organismos sensiveis a uma
ampla variedade de compostos e sdo espécies facilmente encontradas na no ecossistema
natural.

Embora os testes de toxicidade apresentem uma estimativa da toxicidade do farmaco
este ndo suficiente para avaliar a toxicidade de um composto, pois um determinado
composto pode apresentar toxicidade para uma espécie e nao apresentar nenhum efeito para

outra.
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2 OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi realizar o estudo da degradacdo do medicamento anti-

inflamat6rio nimesulida através do processo oxidativo avangcado UV/H.0x.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Realizar e aplicar o planejamento experimental buscando a otimizagdo do
processo de degradacdo do farmaco e remocdo de carbono organico total (COT), nos niveis
das variaveis independentes selecionadas.

o Estudar a degradacdo, mineralizacdo e cinética de degradacdo da nimesulida
por meio do sistema homogéneo de oxidacdo avancada com utilizacdo de perdxido de
hidrogénio combinado com irradiacéo ultravioleta (UV).

o Avaliar a toxicidade da solucéo do farmaco antes de ser submetido ao teste de
toxicidade e da solucdo apds degradagédo para 0s microcrustaceos daphnia similis e artemia

salina.
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3. METODOLOGIA

O desenvolvimento deste trabalho foi divido da seguinte maneira:

Inicialmente foram realizados testes para conhecer o comportamento do farmaco
frente ao processo de degradacdo bem como as condicGes a serem adotadas.

Em seguida foi elaborado o planejamento fatorial composto central para estudo das
interacOes entre as variaveis selecionadas. Ap6s o planejamento teorico, as degradacdes
foram executadas aleatoriamente. Por fim, testes de toxicidade foram realizados com

solucBes aquosas do farmaco tratado e nédo tratado.

3.1 DEGRADACAO

3.1.1 PREPARO DA SOLUCAO DE NIMESULIDA

Foi preparado solugdes de nimesulida a partir da formulagdo padréo (Sigma Aldrich).
As solugdes foram preparadas diluindo o farmaco em 1 L de &4gua deionizada (para os testes
iniciais na concentragdo de 50mg L™ e depois nas concentracdes definidas no planejamento
fatorial). Para a total solubilizacdo da Nimesulida adicionou-se base (NaOH), ajustando-se o

pH para 8.

3.1.2 SISTEMA DE DEGRADACAO

Os experimentos foram conduzidos em um reator fotoquimico com 1 L de capacidade
fabricado em vidro e um bulbo de quartzo para insercdo da fonte de radiacdo (Figura 10). O
reator foi acoplado a um banho termostatico com recirculacdo com a finalidade de manter a
temperatura da solucdo controlada em 25°C. A radiacdo ultravioleta foi proporcionada por
uma lampada de vapor de mercirio de média pressdo 125 W sem o bulbo protetor
(OSRAN), posicionada no interior de um tubo de quartzo. O peréxido de hidrogénio foi
adicionado com auxilio de uma bomba peristaltica no fluxo de 1mL min* (Marconi, modelo
MA 2400/4M). A homogeneizacdo da solucdo durante o experimento foi promovida por um
agitador magnético. Para coleta das aliquotas da solucao foi utilizado um sistema montado

com uma seringa acoplada a uma mangueira fina.
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Figura 10: Imagem do sistema de degradacéo utilizado.
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3.1.3 EXPERIMENTO DE DEGRADACAO

A degradacéo foi realizada de acordo com as seguintes etapas: preparo da solucdo (em
baldo volumétrico protegido da luz; 5 minutos de espera (para atingir a emissdo maxima de
fotons); transferéncia para o reator; coleta de amostra inicial; lampada acionada; e adi¢do de
solugdo de peroxido de hidrogénio ao sistema periodicamente em um fluxo de 1 mL min.
Aliquotas de amostras foram coletadas em tempos adequados durante o periodo de reacéo.
Em seguida as amostras foram filtradas com micro-filtro (Millipore, Millex-GV, tamanho de

poro de 0,24 um) com auxilio de uma seringa.

3.1.3.1 TESTES INICIAIS

Com intuito de conhecer o comportamento do medicamento frente ao processo de
tratamento, alguns testes foram realizados antes da aplicacdo do planejamento fatorial.

As condicdes testadas foram:

e Todas as degradagGes desta etapa foram realizadas na concentragdo de 50mg L™ de
nimesulida;

¢ Adicdo total de per6xido de hidrogénio no inicio do processo;

¢ Adicdo em batelada de peroxido de hidrogénio durante 60 minutos;

¢ pH controlado (pH=10);

¢ pH ndo controlado;



28

¢ As concentracOes de perdxido de hidrogénio utilizados nesta etapa foram de 300 mg
L?t; 250mg L?; 125mg L™ e 60mg L.

3.2 DELINEAMENTO COMPOSTO CENTRAL — DEGRADACAO

O DCC realizado neste trabalho é constituido de 8 pontos do planejamento fatorial, 6
pontos axiais e 3 repeticdes no ponto central, totalizando 17 experimentos.

O modelo DCC envolveu as seguintes etapas:

e Realizacdo dos experimentos planejados estatisticamente a partir dos niveis dos
fatores selecionados resumidos na tabela 2.

e Estimativa dos coeficientes do modelo matematico para prever a resposta;

e Verificacdo da adequacdo do modelo polinomial proposto.

As variaveis (tabela 2) foram codificadas da seguinte forma: (-1,68) representa o ponto
axial inferior; (+1,68) representa o ponto axial superior; (0) representa o ponto central; (-1)
representa o limite inferior e (+1) representa o limite superior do planejamento.

O planejamento bem como os graficos resultantes foram gerados pelo programa
StatSoft Statistica 10 Interprise.

Tabela 2: Niveis dos fatores do DCC para degradacdo da nimesulida.

Fatores Niveis
-1,67 -1 0 +1 +1,67
[H20,] (mgL™) 10 15 24 33 55
[Nim] (mgL™) 5,7 8,5 15 21,5 35,92
tempo (min.) 3,35 5 10 15 25

A matriz de combinacdo entre os niveis dos fatores gerados para este DCC ¢é

apresentado na tabela 3.
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Tabela 3: Matriz de planejamento para degradacdo da nimesulida.

[H202] [NIM]

Experimento tempo (min.)
(mg L) (mg L)
1 1,68179 0 0
) -1 -1 1
3 -1 1 1
4 0 0 -1,68
5 0 0 1,68
6 -1,68 0 0
7 1 -1 -1
8 0 0 0
9 1 1 1
10 0 1,68 0
11 1 1 1
12 -1 -1 1
13 -1 1 1
14 1 -1 1
15 0 -1,68 0
16 0 0 0
17 0 0 0

3.3 DELINEAMENTO COMPOSTO CENTRAL - MINERALIZACAO

O modelo aplicado nesse trabalho compreende um planejamento fatorial completo,
incluindo 3 repeticGes no ponto central e 6 pontos axiais. Os valores estudados estdo

apresentados na tabela 4 para mineralizacéo.



30

Tabela 4: Niveis dos fatores do delineamento composto central para mineralizagdo da

nimesulida.
Fator Niveis
-1,67 -1 0 +1 +1,67
[H20,] (mg L) 10 15 24 33 55
[NIM](mg L?) 57 8,5 15 21,5 35,92
tempo (min.) 10 30 45 60 90

Apos serem definidas as varidveis, estas foram inseridas no programa gerando de

forma aleatOria todas as combinacdes possiveis entre 0s niveis e variaveis, tabela 5.

Tabela 5: Matriz de planejamento para mineraliza¢do da nimesulida.

Experimento [H:02] [Nim} tempo (min.)
(mg L™) (mg L)
Nivel Valor Nivel Valor Nivel Valor

1 - 15 - 8,5 - 30
2 - 15 + 21,5 + 60
3 + 33 - 8,5 + 60
4 + 33 + 21,5 - 30
5 0 24 0 15 0 45
6 - 15 - 8,5 + 60
7 - 15 + 21,5 - 30
8 + 33 - 8,5 - 30
9 + 33 + 21,5 + 60
10 0 24 0 15 0 45
11 -1,67 10 0 15 0 45
12 1,67 55 0 15 0 45
13 0 24 -1,67 5,69 0 45
14 0 24 1,67 35,92 0 45
15 0 24 0 15 -1,67 10
16 0 24 0 15 1,67 90
17 0 24 0 15 0 45
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Apods a obtencdo dos resultados 0 modelo polinomial de segunda ordem foi testado
para prever a % de remocdo de carbono organico total (TOC) através do Estatistica e para
estudar os efeitos das interacfes entre as variaveis a resposta em 3D com base no modelo
quadréatico foram representadas graficamente.

Em seguida a adequacdo do modelo foi testada por meio da verificacdo dos residuos e

valores previstos pelo modelo.

3.4  ANALISE DA DEGRADACAO e MINERALIZACAO

3.4.1 CARBONO ORGANICO TOTAL, COT.

Carbono orgénico total (COT) é considerado a soma de todos os carbonos ligados
a especies organicas dissolvidas ou ndo. Assim, atraves da conversdo dessas moléculas
a CO2 e suas medidas quantitativas, fornece informaces relativos a mineralizagcdo dos
compostos organicos presentes (GOZZI, 2010).

A quantidade de COT foi determinada utilizando analisador de carbono organico
total da Shimadzu TOC — V CPN. 800uL de amostra sdo injetados no equipamento
ocorrendo a adicdo de acido fosforico determinando-se o carbono inorganico (CI).
Posteriormente é injetado 800uL e € determinado o carbono total (CT) através da
combustdo da amostra. Para a realizacdo destas analises foram obtidas as seguintes
curvas de calibracéo:

Area = 235,74 + 988,11 [IC], R = 0,9997 e SD = 150,66. Intervalo de 1 mg L™ a 500
mg L.
Area = 469,87 + 948,75 [TC], R = 0,9996 e SD = 174. Intervalo de 1 mg L™ a 500 mg L™.

3.4.2 ESPECTROFOTOMETRIA NA REGIAO DO ULTRAVIOLETA-VISIVEL

Analises de espectrofotometria de absorcdo foram efetuadas na regido do ultravioleta-
visivel (de 200 a 850 nm) para amostras de medicamentos e produtos de degradacdo, em um
espectrofotébmetro UV-Vis, HITACHI modelo U-3000, usando-se cubetas de quartzo de 1,0
cm de caminho optico.

Os testes iniciais foram submetidos a esta analise no intervalo de 5 & 50mg L? no
comprimento de onda igual a 393nm (regido de pico maximo em pH=10 conforme figura
11), obtendo-se a seguinte curva de calibragéo:

Abs = 0,04297 + 0,02949 [Nim], com correlagdo de R = 0,9995 e SD = 0,0153.
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Figura 11- Espectro de absorcéo da Nimesulida em pH=10
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3.4.3 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

O decaimento na concentracdo de nimesulida ([Nim]) foi determinado por meio de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (equipamento da THERMO SCIENTIFIC),
com coluna eclipse XDB C18 (4,6x250mm — particulas de 5 microns), utilizando como fase
movel acetonitrila e agua (60:40), vazdo de 0,6mL min? e deteccdo em 300nm. Nestas
condicdes determinou-se a curva de calibracdo no intervalo de concentracdo de 0,5 a 40 mg
L2,

[Nim] = area/ 345356,43116, correlacdo R = 0,99968 e SD = 183224,92.

3.5 ACTINOMETRIA

O fluxo de fétons da lampada utilizada nos experimentos de degradacdo foi
determinado por actinometria com ferrioxalato de potassio (BRAUN et al., 1991).

Como actinbmetro (Ac) escolheu-se ferrioxalato de potassio, uma substancia que
reage fotoquimicamente com rendimento quantico conhecido (®Ac,A). Determinou-se a
quantidade de moléculas do actindmetro (AnAc) que reagiram durante o tempo de
irradiacdo. A irradiacdo da solucdo aquosa de ferrioxalato provoca a reducdo fotoquimica de
Fe3* a Fe?* como mostrado nas Equacdes 11 e 12:

[Fe (C204)3]3_ + hv — [Fe (0204)3 ]2— + C204_ (11)
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[Fe (C204)3]* + C20* + hv — [Fe (C204)3 ]* + C204% + 2CO: 12

A quantidade de Fe(ll) formada no intervalo de tempo de irradiacdo (AnAc/At) foi
determinada espectroscopicamente, medindo-se a absorbancia do complexo formado pelo
jon Fe?* e 1,10-fenantrolina em 510 nm.

Assim foi preparada uma solucdo complexante de 1,10-fenantrolina (Sigma-Aldrich)
0,01mol L em meio de tampéo acetato de sédio 0,5mol L. Em seguida foi colocado 10mL
desta solugdo em tubos revestidos com papel aluminio.

A solucdo de ferrioxalato de potassio 0,15 mol L™ foi preparada a partir de acido
oxalico (Vetec) e nitrato férrico (Vetec) e transferida para o reator fotoquimico. Uma
amostra inicial foi coletada antes de iniciar o processo e a lampada foi acionada para iniciar
0 experimento, realizado sob agitacdo constante. Amostras foram coletadas a cada 15s
durante 10 minutos (CAVALCANTE, 2012).

As amostras coletadas foram adicionadas aos tubos contendo a solu¢do complexante
(0,20mL de amostra para 10mL de solugcdo complexante). Os tubos permaneceram em
repouso em ambiente escuro por 1 hora e em seguida mediu-se a absorbancia do complexo
formado, tris(1,10-fenantrolina)-Fe?* ([Fe(fen)s]>*) em 510 nm. E na equagio 13 obtém-se a

expressdo para célculo da poténcia radiante incidente no reator fotoquimico.

Ang N Anae -
etdente Se;_(l'lo'Ac‘}')CDAc. 5 Th Se,).(l'IO-ACJ-)@Ac. . T (13)
Z Ef 5 Z he/n

Onde, Se, corresponde a poténcia radiante relativa da lampada para cada
comprimento de onda A; TA é a transmitancia da parede do material em que se insere a
lampada; Ef, A é a energia de um foton de comprimento de onda (J foton-1), calculada pela
Lei de Planck (Er, A = hc/A), sendo h a constante de Planck (6,626x103%Js?) e ¢ é a

velocidade da luz (3,0x108ms™); e N é o nimero de Avogadro (6,02x10%3).
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3.6 TESTE DE TOXICIDADE

3.6.1 TESTE PARA DAPHNIA SIMILIS

Os testes de toxicidade para Daphnia similis foram realizados segundo a Norma
Brasileira 12713:2004 que dispde sobre toxicidade aguda-método de ensaio com Daphnia
spp.

O teste consiste em expor 0s organismos por um certo periodo de tempo sob vérias
concentraces da substancia de interesse e ao término € registrado a imobilidade dos
organismos.

Os testes foram realizados em duplicata (10 individuos por réplica) a temperatura de
22 °C * 2 e fotoperiodo de 16h luz/8h escuro. No final do teste (48 horas) o efeito de
imobilidade foi considerado quando 0s organismos permaneceram imoveis durante 15
segundos apds uma leve agitacdo dos béqueres.

Para tratamento dos resultados foi utilizado o programa Trimmed Spearman-karber
Method. Version 1.5 por meio do qual, foi obtido o valor de CLso (concentracdo que causa

letalidade a metade dos organismos teste) para cada teste.

3.6.2 TESTE PARA ARTEMIA SALINA

A metodologia utilizada para os ensaios de toxicidade utilizando Artemia salina foi
baseado em (MEYER et al.,1982), em (NASCIMENTO et al., 1999) e nas normas da
(CETESB-SP, 1991).

Cistos de Artemia salina foram incubados durante 24 horas em solucdo de sal marinho
sintético (30g L), com aeracéo e iluminagéo constantes.

Apos a eclosdo, os microcrustaceos foram submetidos ao teste. 20 organismos foram
colocados em placas de Petri durante 48 horas a 25°C, na auséncia de luz, nas concentracdes
de de farmaco: 50%; 25%; 12,5%; 6,25% e 3,12% sendo o controle negativo (concentracao
de Omg L) conduzido paralelamente usando apenas solucdo de sal marinho sintético.

Apo6s 48 horas de incubacdo, foi analisada a morte dos individuos sendo esta
considerada, caso os individuos ndo exibissem nenhum movimento durante 20 segundos de
observacéo.

Logo apds a contagem dos individuos mortos, foi calculada a CLso através do método
matematico Trimmed Spearman-Karber (HAMILTON et al., 1977).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 EXPERIMENTO DE ACTINOMETRIA

A actinometria quimica é uma medida da taxa de incidéncia de fétons em um reator
fotoquimico de geometria especifica. A incidéncia de fotons emitida pela [ampada utilizada
nos experimentos foi medida através da actinometria de ferrioxalato de potéssio descrito
previamente na literatura (BRAUN et al., 1991) e o valor determinado por meio da equacgéo

13 para a lampada de vapor de mercurio utilizada neste trabalho foi de 8,035.10%° fotons.s™.

4.2  TESTE INICIAIS

Antes da aplicacdo do planejamento fatorial realizou-se alguns testes para conhecer o

comportamento do farmaco frente ao processo UV/H,Ox.

4.2.1 DEGRADACAO

Nestes primeiros testes a concentra¢do do farmaco foi mantido em 50mg L* variando-
se apenas a concentracdo de H>O, adicionada ao sistema, na figura 12 é apresentado o
gréfico de concentracdo normalizada do farmaco no eixo da ordenada (y) em funcdo do

tempo no eixo da abcissa (X).

Figura 12: Gréfico dos testes iniciais de Degradacdo da Nimesulida.
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Observando o gréfico de degradacdo (figura 12) é possivel verificar que todas as
concentracdes de perdxido de hidrogénio utilizado promoveram completa degradacdo do
farmaco.

Com a menor concentracdo (60 mg L™) de peréxido de hidrogénio a degradagdo
completa da molécula foi obtida em 60 minutos. Para as concentracdes de 125mg L e 250
mg L7 de perdxido de hidrogénio a degradacio completa é observada em 50 e 45 minutos
respectivamente. Ja com a maior concentracdo de peroxido de hidrogénio testada (300mg L-
1) a degradacdo completa é observada em torno de 75 minutos, mostrando assim que o
aumento na concentracdo de peroxido de hidrogénio ndo melhorou o processo e esta
evidencia pode ser atribuida a reacdes de inibicdo que consumiram radicais hidroxila
(equacdo 5 a 8).

Pelos resultados apresentados no grafico (figura 12) é possivel verificar que a melhor
resposta, isto €, a completa degradacdo em menor tempo (45 minutos) foi obtido com 250mg
L de perdxido de hidrogénio, por isso esta concentragdo foi escolhida para a verificagdo da
influéncia na forma de adicdo do peroxido de hidrogénio sobre o processo de degradacéo.
Assim foi realizado um teste em que todo o H20: foi adicionado ao reator fotoquimico no
inicio do processo de degradacéo (figura 12).

Na figura 13 é apresentado o grafico da concentracdo normalizada do farmaco na
ordenada em funcdo do tempo na abcissa, para as degradaces mantendo-se o pH constante;
adicionando-se H>O, de uma s6 vez logo no inicio do processo; fotolise do farmaco; e o

branco (s6 H205)
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Figura 13: Gréfico de Degradacdo da nimesulida (mantendo pH constante; e

adicionando todo H202 no inicio do experimento).
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Analisando-se o grafico da figura 13, € possivel verificar que o comportamento das
curvas correspondente a fotdlise e ao processo realizado apenas com H2O2 e nimesulida
possuem perfis diferentes das demais curvas, nas quais irradiacdo UV e H20 foram
utilizados em conjunto (figura 13).

Na fotolise foi obtido 50% de degradacdo apds 120 minutos, a degradacéo realizada
apenas com H20- e farmaco foi obtido 14% de degradacéo, enquanto que nas degradacdes
em que foi combinado radiacdo UV com H20: a degradacdo foi completa no tempo de 120
minutos (figura 13).

Observa-se no grafico (figura 13) que para a mesma concentracdo de nimesulida
(50mg L) e peréxido de hidrogénio (250mg L?), tanto o controle do pH quanto a adigdo de
todo o H202 logo no inicio da degradagdo ndo contribuiram para melhorar a eficiéncia na
degradacdo, portanto para os demais experimentos optou-se pela adicdo em batelada de

H20: e 0 ndo controle do pH durante a degradagéo.

4.2.2 TOXICIDADE PARA DAPHNIA SIMILIS

Nesta etapa foram realizados também testes de toxicidade para o microcrustaceo

Daphnia Similis, da solucdo aquosa do farmaco sem degradar (50mg L™), da solucdo
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resultante da fotdlise e degradagdo combinando radiacdo UV e H20,. Os resultados séo
apresentados na tabela 6.

Vale ressaltar que os testes de toxicidade foram realizados sem remocdo do H20:
residual, assim a toxicidade obtida é devido ao H20: residual visto que houve completa
degradacdo da nimesulida. Os resultados séo expressos em CLsg, que € a concentragao que
causa letalidade a 50% dos organismos teste quando todos os organismos do teste morrem
ou quando mais de 90% sobrevivem o célculo da CLso ndo € estimado. Os dados foram
calculados pelo programa Trimmed Spearman-karber Method. Version 1.5.

Tabela 6: Resultados do teste de toxicidade para Daphnia Similis.

PrOCESSO l\_|°'de In_dividuos Valor de
Individuos Vivos (%) CLso (%)
uv 120 25 6
H.0, 120 0 NC
UV/H202 (250mg L?) 120 77 62,99
UV/H202(125mg L?) 120 81 64,74
UV/H202 (60mg L?) 120 91 70,71
. ; 1
Nimesulida (50mg L™) 120 97 7.86

sem degradar

*NC: ndo calculado pelo programa.

Os ensaios de ecotoxicidade aguda indicam a possibilidade de organismos aquaticos,
no caso Daphnia similis, morrer em funcdo da presenca do farmaco que pode causar
toxicidade na amostra testada. E um teste que indica se a solugdo aquosa em estudo pode
causar efeito toxico letal aos individuos nativos.

A CLso € uma forma de expressar os resultados de ecotoxicidade, quanto maior seu
valor menos toxico é o composto. O valor de LCso obtido para solu¢do aquosa de nimesulida
sem degradar (tabela 6) foi 7,86 isto significa que 7,86% de uma solucdo de nimesulida a
50mg L* é suficiente para causar mortalidade de 50% da populagdo dos organismos de
Daphnia similis.

De acordo com os resultados experimentais reunidos na tabela 3 observa-se que o
processo UV/H;0, (60mg L™) causou menor nimero de mortes dos organismos teste,
considerando-se que houve apenas 9% de mortalidade dos organismos este pode ser
classificado como atdxico (PERSOONE, 2003). E possivel observar que a fotélise

promoveu maior toxicidade (75% de mortalidade) em relacdo ao farmaco antes de ser
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submetido ao POA (73% de mortalidade), sugerindo assim que os produtos da degradacao

pelo POA UV/H>0; sejam diferentes dos produtos obtidos a partir da fotolise.

4.3 EXPERIMENTOS DO PLANEJAMENTO FATORIAL

4.3.1 DELINEAMENTO COMPOSTO CENTRAL - DEGRADACAO

Buscando as melhores condicdes para a degradacdo da nimesulida [NIM] realizou-se o
DCC para investigar a degradagédo da nimsulida.

Por meio do Estatistica os valores dos efeitos das variaveis ([H20:]), ([NIM]) e
(tempo) e coeficientes de regressdo foram calculados, e os dados séo apresentados na
tabela 7.

Com os dados de coeficientes estimados (tabela 7) é possivel propor o modelo
polinomial utilizado para correlacionar a variavel resposta e as variaveis independentes
(equacdo 14), em que X1, X2 e X3 correspondem as variaveis concentracdo de peroxido de

hidrogénio, concentracdo de nimesulida e tempo respectivamente.

Y = 57,4044 — 13,4543X3 + 25,2559X; + 10,2600X1 Xz (14)

A equacdo 14 foi construida apenas com os termos estatisticamente significativos
obtidos na tabela 7. Observa-se que nenhum dos termos quadraticos contribuem para o
modelo, assim a equacdo pode ser considerada como modelo polinomial de primeira ordem.

O valor de efeito indica 0 quanto em média o rendimento da degradacdo varia quando
a variavel passa de seu nivel inferior para o superior. Na tabela 7 o efeito do tempo linear €
51,51 como o valor é positivo indica que a degradacdo aumenta 51,51% quando o tempo
passa de seu nivel inferior (5 minutos) para seu nivel superior (15 minutos) ja o tempo
quadratico aumenta apenas 0,0209% a taxa de degradacéo.

Para [H202] linear melhora 7,16% a degradacdo quando passa do nivel inferior para o
superior, ja em [H202] quadratico diminui a eficiéncia em 3,31%.

A mudanca de nivel para a [Nim] linear e quadratica diminui a degradacdo em 26,9 e

6%, respectivamente.



Tabela7: Efeitos estimados obtidos através do Estatistica para variavel degradacéo.

Coeficiente

Fator Efeito Erro padréo t(7) p E”? Observacao
Estimado Padrao

Intervalo médio 57,4044 6,557769 8,75364  0,000051 57,4044 6,557769 Significativo
(1) [H202] (L) 7,1638 6,159168 1,16311 0,282895 3,5819 3,079584  Ndo significativo
(mg L-1) Q) -3,3166 6,779062  -0,48925 0,639623 -1,6583  3,389531  Ndo significativo

(2) [Nim] (mgL?) (L)  -269086  6,159168  -4,36886 0,003279  -13,4543  3,079584 Significativo
Q) -6,0072 6,779062 -0,88614 0,404956 -3,0036 3,389531  Né&o significativo

(3) tempo (min) (L) 50,5117 6,159168 8,20106  0,000078 25,2559 3,079584 Significativo
Q) 0,0209 6,779062 0,00308 0,997626 0,0105 3,389531  Né&o significativo

1by 2 (L) 20,5200 8,047340 2,54991 0,038109 10,2600 4,023670 Significativo
1by 3 (L) 10,4850 8,047340 1,30291 0,233824 5,2425 4,023670  N&o significativo
2by 3 (L) 0,0650 8,047340 0,00808 0,993781 0,0325 4,023670  N&o significativo

40
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Os valores de efeito ndo podem ser interpretados individualmente, pois como € sabido
as variaveis interagem entre si, assim é necessario avaliar o efeito da interacdo entre as
variaveis.

Na tabela 7 é apresentado o efeito das interacbes entre as variaveis. Observa-se que a
Unica interacdo estatisticamente significativa é entre [H202] e [Nim] linear (1by2 na tabela
7) possivelmente pelos radicais hidroxilas formados na fotolise e que promovem maior taxa
de degradacdo da nimesulida. Quando estas variaveis passam de seu nivel inferior para o
superior a interagé@o entre elas contribui 20,52% para degradacdo. Observa-se que mesmo o
fator [H20-] ndo sendo considerado estatisticamente significativo (pelo teste t) sua interacao
com a nimesulida é considerada significativa como apresentado na tabela.

O teste de significancia e adequacdo do modelo ¢é feito por analise de variancia
(ANOVA). O ANOVA subdivide a variagéo total dos resultados em dois componentes, a
variacao associada ao modelo e a variagdo associada ao erro experimental, mostrando se a
variacdo do modelo é o ndo significativo quando comparado com as variaces que estdo
associadas ao erro residual.

Esta comparacdo € realizada pelo valor-t, que é a relacdo entre a média quadratica do
modelo e o erro residual. O valo-t deve ser maior que o valor-t tabelado para um certo
numero de graus de liberdade do modelo.

Observando-se os valores de t na tabela 7 é possivel verificar que [H202], tempo e a
interacdo entre [H202] e [Nim] possuem valores maiores que t tabelado (2,355 com limite de
95% de confianca), assim estes parametros sao os mais influentes na degradacdo da
nimesulida.

O diagrama de Pareto é uma forma rapida e clara de apresentar os efeitos que sao
estatisticamente importantes. Na figura 14 o Pareto para a degradacdo da nimesulida é
apresentado, na ordenada sdo apresentadas as variaveis e as interacdes entre elas e na abcissa
é apresentado o valor de efeito. Os efeitos cujos histogramas estiverem a direita da linha
divisoria (p = 0,05) devem ser considerados no modelo matematico.

Como é possivel verificar no grafico de Pareto (figura 14) a interacdo entre as

variaveis 2 e 3 ndo € estatisticamente significativa.
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Figura 14: Diagrama de Pareto para Degradacdo da Nimesulida.

(3)tempo (min)(L) -8,201064
(2)[Nim] (mg UYL -4,36886
1Lby2L ¢ 2.54991
1Lby3L 1,302915
(1)H20] (mg L)L) 1,163114
[Nim] (mg Ly@) -,886137
[Hz04] (Mg L'1)(Q) 3 - 489243
2Lby3L 0080772
tempo (min)(Q) J0030837
Ip=,_c|5 |

Efeito Estimado (Valor Absoluto)

Na verificacio de adequacdo do modelo, o coeficiente de determinacio (R?) avalia
quantitativamente a correlacdo entre os dados experimentais e as respostas prevista pelo
modelo (equagéo 14).

Os resultados experimentais e os valores previstos pelo modelo sdo relatados na tabela
8 e os coeficientes de determinacdo ajustado pelo modelo é 0,84868 sendo considerado
razoavelmente bom em comparagdo com os dados experimentais (R = 0,9338).

O de Rz obtido pelo modelo indica que cerca de 93% das variacdes na eficiéncia da
degradacdo podem ser explicadas pelo modelo. Isto implica que 93% das variacbes na
eficiéncia da degradacdo sdo explicadas pelas variaveis independentes escolhidas e 0 modelo

ndo explica 7% das variacoes.
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Tabela 8: Valores previstos e observados para DCC da degradagéo da nimesulida.

[H202] [NIM]
Experimento tempo (min.) % Degradacao
(mg L) (mg L)

Nivel Valor Nivel Valor Nivel Valor Observado Previsto

1 - 15 - 8,5 - 5 56,41 53,01
2 - 15 + 21,5 + 15 54,88 45,61
3 + 33 - 8,5 + 15 82,03 90,10
4 + 33 + 21,5 - 5 18,33 22,72
5 0 24 0 15 0 10 54,75 52,91
6 - 15 - 8,5 + 15 97,71 92,97
7 - 15 + 21,5 - 5 13,94 5,52

8 + 33 - 8,5 - 5 20,25 29,17
9 + 33 + 21,5 + 15 80,73 83,78
10 0 24 0 15 0 10 54,02 52,91
11 -1,68 10 0 15 0 10 31,35 46,58
12 1,68 55 0 15 0 10 73,28 58,58
13 0 24 -1,68 5,69 0 10 76,82 71,37
14 0 24 1,68 35,92 0 10 20,2 26,16
15 0 24 0 15 -1,68 3 15,86 14,84
16 0 24 0 15 1,68 25 98,21 99,70
17 0 24 0 15 0 10 55,9 52,912

Os valores experimentais e valores previstos apresentados na tabela 8 apresentam
concordancia razoavelmente boa validando assim o modelo matematico. Graficamente estes
resultados sdo apresentados na figura 15a, em que é apresentado os valores previstos no eixo

da ordenada em funcao dos valores observados experimentalmente no eixo da abcissa.
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Os residuos (resposta observada e os valores de resposta prevista) sdo elementos de
variacdo ndo explicado pelo modelo, e portanto, espera-se que eles ocorram com uma
distribuicdo normal.

Probabilidade normal é um método gréfico adequado para avaliar a normalidade dos
residuos. Os residuos sdo tracados contra o valores esperados (figura 15b). Para uma dada
distribuicdo normal dos residuos o gréafico deve seguir aproximadamente uma linha reta
(KASIRI e KHATAEE, 2010).

A tendéncia observada na figura 15b revela um comportamento razoavelmente
adequado para 0 modelo proposto.

Quanto mais préximos 0s pontos experimentais estiverem da linha continua, mais
valida serd a suposicdo de normalidade dos residuos, ou seja, normalidade dos erros. Se 0s
erros forem distribuidos normalmente, entdo 95% dos residuos cairéo no intervalo -2 a +2 do
valor normal esperado (CALADO e MONTGOMERY, 2003).

Observando-se os pontos da figura 14 b verifica-se que ndo ha pontos muito distante
da reta, e que os pontos estdo no limite de -2 a +2, assim sendo ndo ha evidencias de
auséncia de normalidade dos residuos, podendo entdo considerar-se que as pressuposicoes

do modelo estdo satisfeitas.

Figura 15: (a) grafico valores previstos pelo modelo tedrico em funcdo do valor real

observado (b) grafico de probabilidade normal dos residuos.
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A superficie de resposta (figura 16) obtida a partir do modelo proposto, que é uma
relacdo feita entre a variavel dependente e as independentes e obtém-se uma tendéncia do

comportamento do sistema (figura 16).
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Trata-se de um grafico tridimensional com os eixos, porcentagem (%) de degradacéo

(variavel resposta) em funcdo das varidveis independentes, que na figura 15 sdo tempo
[H202] e [NIM].

Figura 16: superficie de resposta prevista para a interagdo entre as variaveis [H202] e
[NIM].

oRNeHR. e AR

O grafico figura 16 foi gerado fixando o tempo em 10 minutos. A MSR permite prever
a resposta em funcdo das variaveis independentes. Observa-se que no nivel superior da
variavel H20- a degradagdo completa é obtida em todo o intervalo de [Nim] estudado, ja no
limite inferior de [H20-] a taxa de degradacdo é limitada pela [Nim]. Este efeito pode ser
explicado pela absorcdo de radiacdo UV pelas moléculas de nimesulida (filtro interno),
assim a permeabilidade da luz se tornou menor em maiores [Nim] e consequentemente

diminuicdo na formacdo de radicais hidroxila que é a principal espécie responsavel pela
degradacdo da nimesulida.

4.3.2 DELINEAMENTO COMPOSTO CENTRAL - MINERALIZACAO

O DCC foi realizado também para investigar a taxa de remoc¢édo de carbono organico
total (COT)
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Os resultados de mineralizagdo obtidos séo apresentados na tabela 9, e possuem boa

concordancia entre os valores experimentais e previstos pelo modelo.

Tabela 9: Resultados do delineamento composto central — Mineralizacao.

Experimento [H207] [NIM] Mineralizagéo
tempo (min.)
(mgL™) (mgL™) %

Observado  Previsto

1 - - - 51,92 56,0807
2 - + + 81,41 80,9558
3 + - + 18,01 20,7020
4 + + - 16,48 16,0281
5 0 0 0 55,01 55,3568
6 - - + 57,41 64,0499
7 - + - 24,82 28,3316
8 + - - 3,86 10,5195
9 + + + 68,84 70,8656
10 0 0 0 51,77 55,3568
11 -1,67 0 0 33,42 66,6712
12 1,67 0 0 60 42,983
13 0 -1,67 0 47,75 36,5103
14 0 1,67 0 18,8 18,762
15 0 0 -1,67 26,44 5,4552
16 0 0 1,67 81,19 80,5352
17 0 0 0 55,63 55,3568

O modelo quadratico desenvolvido foi utilizado para estimar os parametros que
indicam uma relacdo empirica entre as variaveis independentes e a variavel resposta, o

modelo proposto considerando apenas 0s termos significativos € dado na equagdo 12.
Y= 59,19011 - 3,80697X: + 17,98418X3 + 3,83958X1X> + 11,80625X2X3 -
(1,33009)%X1 - (4,61092)?X; - (3,00600)*X3 (12)

O modelo quadrético para prever a % de remogdo de COT foi testado através de

andlise de variancia (ANOVA), os resultados sdo mostrados na tabela 10.



Tabela 10: Efeitos estimados obtidos através do Estatistica para variavel mineralizag&o.
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) Coeficiente Erro
Fator Efeito Erro padréo t(7) p . Observacao
Estimado Padrao
Intervalo médio 59,19011 2,703086 21,89724 0,000000 59,19011 2,703086 Significativo
(1) [H202] (L) -7,61393 2,251178 -3,38220 0,011723 -3,80697 1,125589 Significativo
(mg L-1) (Q)  -2,66018  1,0562551  -2,52737 0,039384  -1,33009  0,526276 Significativo
@) [Nim] (mgL%) (L) 1,27233 4329936  0,29384 0,777398  0,63616  2,164968  No significativo
Q) -9,22184 1,784654 -5,16730 0,001299 -4,61092 0,892327 Significativo
(3) tempo (min) (L) 35,96836 4,165828 8,63414  0,000056 17,98418 2,082914 Significativo
Q) -6,01200 1,417338 -4,24176  0,003832 -3,00600 0,708669 Significativo
lby 2 (L) 7,67917 2,234999 3,43587  0,010898 3,83958 1,117500 Significativo
1by 3 (L) -0,08740 2,234999 -0,03911 0,969898 -0,04370 1,117500  Nao significativo
2by 3 (L) 23,61250 4,467512 5,28538 0,001141 11,80625 2,233756 Significativo
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Como mostra os valores reunidos na tabela 10, um pequeno valor de
probabilidade (p < 0,0001) indicam que o modelo foi altamente significativo.

De forma répida e clara o Pareto (figura 17) apresenta as variaveis que foram
estatisticamente significativas para a mineralizacdo da NIM, no eixo da ordenada s&o
apresentadas as variaveis em termos lineares e quadraticos e, as interacfes entre as variaveis
também em termos lineares e quadraticos. No eixo da abcissa é apresentado o valor de
efeito. Os efeitos cujos histogramas estiverem & direita da linha diviséria (p = 0,05) devem
ser considerados no modelo matematico pois séo estatisticamente significativos.

Observa-se que todas a variaveis e interacdes em termos lineares e quadraticos sdo
estatisticamente significativas exceto a variavel [NIM] linear e a interacdo entre tempo e
[H202] e, portanto, estes valores podem ser excluidos no modelo quadratico.

Ainda para os dados da tabela 10 observa-se que as variaveis que nao foram
significativas apresentam valores de desvio padrdo maiores que o valor do efeito,

ressaltando que estes valores ndo sao confiaveis.

Figura 17: Gréfico de Pareto para a Mineralizacéo
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Em um modelo com precisdo adequada é possivel medir o intervalo de resposta
prevista em relacdo ao seu erro associado (ou seja, a relacdo sinal ruido), por meio do
software foram gerados o grafico normal de residuo em funcdo dos valores esperados
para a mineralizacdo da nimesulida (figura 18a) e o grafico relacionando os valores
obtidos experimentalmente em fungéo dos valores calculados pelo modelo (figura 18b).

Observando os graficos nota-se que embora alguns pontos estejam mais distantes
da linha continua, os dados tém uma boa concordancia entre os resultados experimentais
e 0s resultados teoricos (figura 18b).

O coeficiente de determinacdo apresentam boa concordéncia entre o experimental
(R2=0,9761) e ajustado pelo modelo (0,9335).

Figura 18: (a) grafico normal de residuos e (b) valores previstos versus valores

observados para mineralizagdo da nimesulida.
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De modo a estudar os efeitos de interacdo entre as variaveis, a resposta em 3D,

com base no modelo quadratico foram representados graficamente (figura 19).
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Figura 19: (a) e (b) Superficies de respostas para a mineralizacdo da nimesulida.
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A na figura 19a, a resposta foi plotada em funcdo [Nim] e [H20.] mantendo-se o
tempo constante 45 em minutos. Ja na figura 19b, [H202] foi mantido constante em
24mg L* e a resposta é dada em funcdo do tempo e [Nim]. As regiGes de cores mais
intensas indicam maior taxa de remocéo de COT.

A medida que o tempo de vida dos radicais hidroxila é curta eles sé reagem onde
estdo sendo formados, assim aumentando o nivel de [Nim] aumenta também a
probabilidade de colisdo entre o composto organico e as espéecies oxidantes levando a
um aumento na % de remocdo de COT. Este efeito pode ser observado na figura 19a,
onde no nivel inferior de [H20-] a taxa de mineralizacdo aumenta conforme aumenta a

[Nim].

Por outro lado, no nivel superior de [Nim], verifica-se que a % de remocédo de
COT diminui (figura 19a).

O efeito de menor remocdo de COT na concentracdo superior do farmaco pode ser
atribuido a absorcdo de radiacdo UV por moléculas de nimesulida na regido de 300 a

390nm, produzindo um efeito conhecido como filtro interno, assim a permeabilidade da

luz se torna menor em concentracdes maiores de nimesulida (GHAFOORI et al.,
2012).

O efeito de filtro interno resulta na reducdo de absorcdo de radiacdo UV pelo
H20: e, consequentemente, menor formacdo de radicais hidroxilas, que é a principal
espécie responsavel pela decomposicao da nimesulida.
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O aumento na concentracdo de H20: resulta em melhoria na resposta até uma
concentracdo 6tima de H20- e apds esta concentracdo 6tima a % de mineralizacdo tende
a diminuir, devido ao excesso de H:0: que promove reagOes competitivas que
consomem os radicais hidroxila. O efeito mais pronunciado desta inibicdo € observado
no nivel superior de [H202] para o nivel inferior de [Nim] (figura 18a).

Os valores 6timos obtidos para remog¢do de COT obtendo-se 66,24% de remogéo
de COT foram de 0,58450 mg L™ de H202, 6,75715 mg L™ em 20 minutos.

Na figura 19b a porcentagem (%) de mineralizacdo € dada em funcdo do tempo e
[Nim]. Observa-se que o tempo é um fator importante na taxa de mineralizagdo, pois
tanto no nivel inferior quanto superior da variavel [Nim] o maior nivel de tempo é
requerido para obtencdo de mineralizacao.

A este efeito pode ser atribuido o fato de que conforme aumenta o tempo mais
radicais hidroxila (HO") s@o formados, principal espécie responsavel pela remocéo de
COT.

Verifica-se que a concentragdo de H.O. é estatisticamente significativa para
mineralizacdo, mas ndo para degradacdo, este efeito pode ser devido a molécula de
nimesulida ser afetada pela radiagdo UV que promove degradacao significativa mas ndo
é suficiente para mineraliza-la, ja os radicais hidroxila sdo importantes na remocéo de

carbono orgénico ndo removido na degradacao.

4.4 TESTE DE TOXICIDADE PARA ARTEMIA SALINA

Apos a realizacdo e execucdo dos experimentos do planejamento fatorial as
solugdes do farmaco tratado pelo POA e ndo tratado foram submetidas a novos testes de
toxicidade, agora com o organismo Artemia salina, assim como a Dapnhia, a Artemia
também €é microcrustaceo mas de agua salgada. Os testes realizados foram com a
solucdo aquosa resultante da fotdlise, solu¢do aquosa do farmaco antes de ser submetido
ao tratamento por POA e a solugdo de nimesulida (8,5mg L) ap6s 120 minutos de
tratamento com UV/H,0, (15mg L?). Os resultados sdo apresentados na tabela 11, é
importante ressaltar que os testes foram realizados sem a remocdo do H2O; residual,

assim os resultados apresentam a toxicidade da solucdo do farmaco mais H20- residual.
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Tabela 11: Teste de toxicidade para Artemia salina.

PrOCesso N°de In_dividuos Valor de
Individuos Vivos (%) CLso (%)
uv 100 61 37,89
H20: 100 0 NC
UV/H20; 100 96 NC
Solucéo sem degradar 100 51 14,48

*NC= ndo calculado

Quanto menor o valor da CLso mais toxico é o composto, assim observando-se a
tabelal2, é possivel dizer que o tratamento com peroxido de hidrogénio é o mais toxico
pois todos os organismos do teste morreram ndo sendo possivel estimar o valor de CLso.
Em seguida a solucdo antes de ser submetida ao POA apresenta menor valor de CLso
seguida pelo processo de fotdlise. J& o tratamento UV/H.O. apresenta diminuigédo
significativa no namero de morte dos organismos (4% de mortalidade), sugerindo assim
que os produtos da degradacdo da nimesulida sdo menos toXicos que na presenca da

molécula sem tratamento.

4.5 CINETICA DE DEGRADACAO

Como esperado a nimesulida foi oxidada pelos radicais hidroxila e/ou oxidantes
gerados a partir da quebra de H20,. O consumo de nimesula foi acompanhado por
CLAE e a figura 20 apresenta esse decaimento normalizado da [Nim] no eixo da
ordenada (y) em funcédo do tempo na abcissa (X).

Pelo gréafico da figura 20 observa-se que foi obtido total degradacdo da nimesulida
nos processos utilizando UV/H20,. A curva que apresenta 100% de degradacdo em
menor tempo de reacdo (15 minutos) € resultante da combinacdo das menores
concentraces de nimesulida (8,5mg L) e perdxido de hidrogénio (15mg L?) testados
(curva 1), enquanto que na curva 4 foram utilizados 21,5mg L de nimesulida para a
mesma concentragdo de perdxido de hidrogénio (15mg L?) e a degradagio completa foi
observada em 45 minutos, ja a fotolise apresentou 90% de degradagdo com 21,5mg L*

de nimesulida em 120 minutos.
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Figura 20: Gréfico de degradacdo da nimesulida para diferentes concentracfes de

farmaco e peroxido de hidrogénio.
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Para os minutos iniciais dos processos testados, os resultados de decaimento da
concentracdo em relacdo ao tempo obtidos por CLAE permitiram a determinacdo de
constantes cineticas de pseudo-primeira ordem (tabela 13) gerados a partir da relagdo
entre o logaritimo natural da razdo da concentragdo em determinado tempo pela
concentracdo inicial no eixo da ordenada (y) em funcdo do tempo no eixo da abcissa (x)
apresentados na figura 21.

Figura 21: Gréafico da cinética de degradacdo da nimesulida em diferentes

concentracdoes de farmaco e peroxido de hidrogénio.
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Com os fatores de correlagdo em indices confidveis (tabela 13) e aceitando a
extrapolacdo de que a quantidade de radicais hidroxila no meio reacional ndo é o fator
limitante, os valores de k revelam o experimento 1 como o mais rapido (k = 0,0577min
1) seguido dos experimentos 2, 3, 5 e 4 respectivamente, e a fotdlise como o
experimento mais lento (k= 0,0103min™) cerca de 5 vezes em relagio ao experimento

mais rapido (experimento 1).

Tabela 12: Resultados obtidos para cinética de degradacao da nimesulida.

Experimento (xl[()H52rgg;{'1) ([rL\Ig: ["}) Si?\re]??g;tlf R
(min™)
1 15 8,5 0,0577 0,9935
2 24 15 0,0522 0,9667
3 33 21,5 0,0511 0,9618
4 15 21,5 0,0336 0,9528
5 33 8,5 0,0415 0,9623

6 (fotolise) - 21,5 0,0103 0,9763
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5. CONCLUSOES

Os resultados demonstram que o emprego do tratamento UV/H20, para remogéo
do anti-inflamatério nimesulida foi satisfatério obtendo-se 100 % de degradacdo do
farmaco em cerca de 15 minutos e 81,19% de remocédo do carbono organico total em
100 minutos.

O planejamento fatorial proporcionou analise das variaveis, concluindo-se que
tempo, concentracdo do farmaco e concentracdo de peroxido de hidrogénio sdo
estatisticamente significativas no processo de degradacdo e mineraliza¢d da nimesulida.

O delineamento composto central permitiu prever o comportamento da resposta
em funcdo das variaveis estudadas, com boa adequacdo do modelo proposto com altos
valor de coeficiente de determinacdo (R = 0,976 e R ajustado = 0,9335) para
mineraliza¢do, garantindo assim um modelo satisfatorio para remocdo de COT da
nimesulida.

O tratamento da nimesulida com UV/H20: proporcionou diminuicéo significativa
da toxicidade tanto para Daphnia similis quanto para Artemia Salina.

Em relacdo ao DCC foi possivel verificar a regido de maxima remocao de COT na
superficie de resposta, obtendo-se 66,24% de remocao de COT foram de 0,58450 mg L~
! de H,0,, 6,75715 mg L* em 20 minutos, no entanto as melhores condicdes de

degradacdo ndao foram otimizadas visto que esta ¢é afetada fortemente pela radiacdo UV.
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