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RESUMO. A contaminacdo das aguas por compostos quimicos complexos, tais como os
farmacos tém causado grande preocupacdo entre os ambientalistas, devido a sua elevada
persisténcia em meio aquoso e por ndo serem removidos de forma eficiente por sistemas
convencionais de tratamento de dgua. Desse modo, este estudo buscou avaliar o potencial da
casca de banana na remoc¢do do farmaco diclofenaco sddico na &dgua através do processo de
bioadsorcdo. Para tanto, foi avaliada a toxicidade do farmaco através de dois ensaios de
fitotoxicidade utilizando como organismo-teste sementes de Lactuca sativa (alface), onde os
parametros avaliados foram o nimero de sementes germinadas e o crescimento das radiculas,
sendo que tais bioensaios foram realizados antes e depois dos testes de bioadsorcdo. Além disso,
foi realizado a andlise de DQO das amostras estudadas. Foram testadas duas amostras de agua
(CB1 e CB2) contendo diclofenaco na concentragdo inicial de 0,375 g/l com o bioadsorvente
casca de banana em diferentes quantidades, (m = 0,5 e 1,0 g), respectivamente, através da
agitacdo das amostras e posterior filtracdo a vacuo. A partir dos resultados obtidos, foi possivel
verificar que o farmaco analisado pode causar efeitos negativos ao crescimento das radiculas e
germinacdo das sementes de alface a partir de uma concentragdo de 0,375 g/l. Entretanto,
constatou-se um aumento significativo no crescimento (88,7% e 89,2%) e germinacéo (8,7% e
12,5%) das radiculas com as amostras tratadas (CB1 e CB2). Ademais, houve aumento
significativo da DQO das amostras tratadas em relacdo as amostras brutas. Concluiu-se que,
sd0 necessarios estudos mais aprofundados acerca da reducdo da toxicidade e do potencial de
remocao do diclofenaco sédico na agua através do bioadsorvente casca de banana em um
processo de bioadsorgéo.

Palavras-chave: adsorvente, bioadsor¢éo, ecotoxicidade, contaminantes emergentes.
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ABSTRACT. Water contamination by complex chemical compounds, such as
pharmaceuticals, has been caused great concern among specialists, due to their high persistence
in water and because they are not efficiently removed by conventional water treatment systems.
Thus, this study sought to evaluate the potential of banana peel to remove the drug sodium
diclofenac in water through the adsorption process. Therefore, the toxicity of the drug was
evaluated through two experiments using Lactuca sativa (lettuce) seeds as a test organism,
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where the parameters evaluated were the number of germinated seeds and the growth of the
radicles. These experiments were performed before and after the adsorption tests using banana
peels. In addition, the COD analysis of the samples studied was performed. Two samples of
water (CB1 and CB2) containing diclofenac at an initial concentration of 0.375 g/l were tested
with the bioadsorbent banana peel in different amounts (m = 0.5 and 1.0 g), respectively, by
shaking the samples followed by vacuum filtration. From the results obtained, it was possible
to verify that the analyzed drug can cause negative effects on the growth of radicles and
germination of lettuce seeds from a concentration of 0.375 g/l. However, there was a significant
increase in growth (88.7% and 89.2%) and germination (8.7% and 12.5%) of the radicles with
the treated samples (CB1 and CB2). Furthermore, there was a significant increase in the COD
of the treated samples in relation to the raw samples. It was concluded that further studies about
the reduction of toxicity and the removal potential of sodium diclofenac in water through the
bioadsorbent banana peel are needed.

INTRODUCAO

A 4gua é considerada uma substancia fundamental para os ecossistemas na natureza,
sendo conhecida como um solvente universal, propiciando a higiene e limpeza dos seres vivos
e contribuindo para o processo de absorcao dos nutrientes do solo pelos vegetais. Este elemento
vital possui elevada tensdo superficial, possibilitando a formagao da “franja capilar” no solo e
das diferentes formacbes hidricas atmosféricas, além de apresentar alto calor especifico,
influenciando o clima de regides proximas as massas d’agua, as quais permitem uma menor
variacdo da temperatura do ambiente. Este elemento é considerado um componente
fundamental na formac&o dos seres vivos; no caso do homem, aproximadamente ¥ de sua
constituicdo é de dgua (AZEVEDO et al., 2016). No entanto, como consequéncia do acelerado
crescimento econémico e desenvolvimento das grandes industrias, bem como, do alto
crescimento populacional em escala global, a qualidade da agua destinada ao abastecimento
publico vem sofrendo intensa degradacéo através de diversas fontes de contaminacéo.

Entre tais fontes destacam-se as fabricas de medicamentos, que anualmente produzem
milhares de produtos farmacéuticos, cada um com sua particular composicao quimica e efeitos
sobre 0 meio ambiente até agora pouco estudados. Os farmacos, portanto, compdem um grupo
de contaminantes emergentes cuja presenca € frequente no cotidiano das pessoas devido ao seu
elevado consumo, e representa uma ameaca ao equilibrio dos ecossistemas aquaticos, pois apds
serem metabolizados pelo organismo humano, séo excretados e destinados aos atuais sistemas
convencionais de tratamento de agua e esgoto, 0s quais sdo incapazes de filtrar compostos
quimicos tdo complexos, ja que ndo foram projetados para tal finalidade, possibilitando a
contaminacdo dos recursos hidricos.

Diante deste cenario, tornam-se necessarios estudos mais aprofundados acerca de
alternativas vidveis para remocdo desse poluente na agua, tais como 0 uso de adsorventes
naturais, 0s quais geralmente se apresentam como uma alternativa viavel e de baixo custo, pois
estdo largamente disponiveis no ambiente e podem ser facilmente produzidos, além de
causarem pouco ou nenhum efeito adverso no meio ambiente, pois ndo requerem iNSUMOS
quimicos e ndo produzem residuos durante sua utilizacao.

A partir do presente estudo buscou-se avaliar o potencial da casca de banana (Plantae,
Musaceae) na remocdo do anti-inflamatério diclofenaco sddico, através da bioadsor¢do do
mesmo em &gua, utilizando tal biomassa como um adsorvente natural, isto €, um material capaz
de reter a substdncia de interesse através de mecanismos descritos neste trabalho. Para a
obtenc&o dos resultados, foram realizados ensaios de fitotoxicidade com as sementes da especie
Lactuca sativa (alface), onde o principal parametro avaliado foi a variacdo do crescimento e
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germinacdo das sementes do organismo-teste quando exposto a amostras com diferentes
concentragOes de diclofenaco. além disso, foi realizado uma anélise da Demanda Quimica de
Oxigénio (DQO) das amostras brutas e tratadas a fim de se obter uma estimativa do potencial
de reducéo da concentracdo do farmaco estudado ap6s o processo de bioadsorgao.

Farmacos residuais no meio ambiente

Com o desenvolvimento das industrias farmacéuticas e a elevada demanda por
medicamentos em escala global, uma significativa quantidade de farmacos tem sido utilizada
de maneira crescente no mundo, sendo cerca de 4.000 desses produtos empregados em mais de
10.000 finalidades distintas. Estes compostos farmacéuticos, quando lancados no ambiente,
podem comprometer a qualidade dos recursos hidricos, interferindo ndo apenas na sua
biodiversidade, mas também no equilibrio de todo o ecossistema aquatico (MASSARO, 2011)
A presenca de farmacos no ambiente pode ter diversas fontes, entre elas as proprias Estacdes
de Tratamento de Esgoto (ETE), as quais fazem a remocao incompleta desses compostos no
processo convencional de tratamento, podendo chegar as aguas superficiais e subterraneas por
meio de lixiviacdo, atraves do lancamento de esgotos domésticos e efluentes industriais nos
cursos hidricos. Outra via de contaminacao pode ser o proprio descarte inadequado de farmacos
apos a expiracdo do prazo de validade (TORRES et al., 2012).

De acordo com Bila e Dezotti (2003), produtos farmacéuticos e seus metabolitos, tais
como antibidticos, hormdnios, anestésicos, antipiréticos, anti-inflamatorios entre outros, foram
detectados no esgoto doméstico, em &guas superficiais e subterrdneas de varias partes do
mundo. Apesar da baixa concentracdo (g L™ e ng L™) em que se encontram a maioria destes
compostos no meio ambiente, muitos destes podem ser bioacumulaveis, além de causar efeitos
adversos aos organismos aquaticos e terrestres. Os efeitos podem incluir interferéncia
enddcrina, genotoxicidade, alteracdo no comportamento metabdlico e nas fungdes da espécie
afetada. O farmaco selecionado como objeto de analise no presente estudo foi o anti-
inflamatorio diclofenaco sddico, devido ao elevado grau de toxicidade desse farmaco, sua
ampla utilizacdo e comercializacdo entre as farmdcias e hospitais de todo o pais, e
consequentemente pelo seu elevado consumo.

Segundo Heberer (2002), foram detectadas concentracGes de diclofenaco em niveis
maiores que pg.L em ETEs e aguas superficiais de diversos paises incluindo o Brasil,
indicando a elevada persisténcia desse analgésico aos processos convencionais de tratamento
de efluentes. O diclofenaco sodico é um farmaco pertencente ao grupo dos anti-inflamatérios
ndo-esteroides ou nao-esteroidais (AINES), com propriedades analgésicas, antipiréticas e anti-
inflamatorias (OLIVEIRA, 2014). Tais propriedades advém da capacidade comum entre todos
os AINEs de inibicdo da enzima ciclo-oxigenase (COX), responsavel pela sintese das
prostaglandinas, composto quimico derivado do &cido araquiddnico, cuja ativagao ocorre como
uma resposta orgénica precoce diante de alguma lesdo tissular ou infeccdo (KUMMER,;
COELHO, 2002).

Em outras palavras, este composto farmacéutico é um AINE que inibe a acdo da enzima
COX, principal responsavel por desencadear o processo inflamatorio e de sensibilizagéo a dor.
A meia-vida do diclofenaco sédico no organismo varia de 1 a 3 horas, sendo que apds sua
metabolizacdo, cerca de 60% da dose administrada é excretada pela urina como conjugado
glicurbnico e como metabdlitos. Além disso, menos de 1% é excretado como substancia
inalterada e o restante da dose é eliminada como metabolitos através da bile nas fezes
(MEDLEY, 2018).

Legislacao
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Atualmente, o controle de substancias complexas como os farmacos fica submetido a
dificuldade de mensurar a dimensédo de seus impactos nos ecossistemas. Esse controle se torna
ainda mais dificil devido a atuacdo globalizada das empresas farmacéuticas para criacdo e
distribuicdo de novos produtos, dada a competitividade do mercado global.

Conforme apresentado por Oliveira, Labra e Bermudez (2006), a industria farmacéutica
no Brasil diferencia-se das industrias dos demais paises por contar com um parque publico de
laboratérios voltado para assisténcia farmacéutica no sistema de saude publica, do qual s&o
produzidas 11 bilhdes de unidades farmacéuticas por ano, com 195 apresentagdes
farmacéuticas, abrangendo mais de 107 principios ativos.

No que diz respeito as legislacdes pertinentes ao tema, destacam-se a RDC n° 306 de
2004 estabelecida pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA (2004), a qual
dispde sobre o regulamento técnico para o gerenciamento de residuos de servigos da salde e a
Resolucdo do Conselho Nacional do Meio Ambiente - CONAMA n° 358 de 2005, a qual dispbe
sobre o tratamento e a disposi¢do final dos residuos dos servi¢os da salde e da& outras
providéncias (CONAMA, 2005). Aléem disso, a RDC n° 44 de 2009 e n°® 17 de 2010, tratam
sobre as boas praticas na fabricacdo de medicamentos para o controle sanitario, bem como, da
sua dispensacao e comercializacdo.

Em suma, as legislacdes supracitadas determinam que os geradores de Residuos de
Servigos da Saude (RSS) fiquem responsaveis pelo seu manejo e gerenciamento, desde a
geracdo até a destinacdo final, obedecendo normas e diretrizes das legislacdes pertinentes
quanto a segregacdo, tratamento e descarte desses materiais, a partir da elaboracédo de um Plano
de Gerenciamento de Residuos de Servicos da Saude (PGRSS), obrigatorio a todos 0s servicos
relacionados com o atendimento a salde humana e animal, tais como drogarias e farmécias,
inclusive de manipulacdo, laboratérios analiticos de produtos para sadde, entre outros
(CONAMA, 2018). Quando se trata dos fabricantes de produtos farmacéuticos, as Resolugdes
RDC n° 44 de 2009 e n° 17 de 2010, determinam que as instalacdes de tratamento e de
distribuicdo de agua das unidades fabris devem ser projetadas de forma a assegurar a producao
confiavel de &gua com qualidade apropriada.

No entanto, apesar da legislacdo vigente abordar de forma geral a correta destinacéo de
RSS e estabelecer diretrizes gerais em relacdo a producdo de medicamentos, ndo existem
normas especificas para o tratamento de efluentes contaminados por compostos farmacéuticos
e seus principios ativo por parte das Estacbes de Tratamento de Esgoto (ETE) convencionais,
tornando mais frequente a presenca destas substancias em concentragdes possivelmente nocivas
ao equilibrio da biota aquatica.

Conceitos gerais de adsorcao

A adsorcdo é definida por Nakajima et al. (2002), como sendo um processo de retencéo
de moléculas em estado gasoso ou liquido por um composto sélido. Trata-se de um processo
em que a superficie de um composto sélido (adsorvente) interage e retém as moléculas de
interesse (adsorvato), através de interagdes fisicas ou quimicas, onde na primeira ocorre uma
troca de elétrons, o que resulta em um processo irreversivel e, na segunda ocorre interacdes
fracas do tipo forcas de VVan der Walls, resultando em um processo reversivel (KIMURA et al.,
1999).

Vaérios fatores influenciam na eficiéncia do processo de adsorcdo, e a escolha do
adsorvente mais indicado varia com as caracteristicas do analito que se deseja adsorver. Além
disso, uma das caracteristicas mais importantes de um composto sélido no processo de adsorc¢ao
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é 0 tamanho dos poros do adsorvente, pois é um fator determinante na interacao das moléculas
estudadas com o interior do material (ULSON et al., 2003).

Adsorventes naturais

A busca por processos alternativos de remocao de micropoluentes igualmente eficientes
aos sistemas convencionais, mas gque possuam menor custo e menor geracdo de residuos,
toxicos ou ndo aos ecossistemas tem impulsionado a realizagdo de diversos estudos sobre a
utilizacdo de adsorventes naturais, os chamados bioadsorventes, em sistemas de adsorcéo.

Segundo Moreira (2010), bioadsorvente é definido como qualquer biomassa, com ou
sem atividade metabolica, que pode ser empregada na remocao de micropoluentes através de
mecanismos de bioacumulagdo ou adsorcéo. Por se tratar de biomassa, existem uma ampla
diversidade de bioadsorventes que podem ser utilizados na remoc¢do de contaminantes por
adsorcéo, se preparados de forma adequada (MOREIRA, 2010).

Caracterizacéo geral da casca de banana

A espécie Musa spp. (banana), pertencente a familia Musaceae (reino Plantae) é uma
das frutas mais comercializadas no Brasil e no mundo, ocupando posi¢Ges de destaque na
producéo de bens agricolas de diversos paises, principalmente aqueles cujo clima se caracteriza
como tropical. O Brasil € o quinto maior produtor mundial de bananas, com um volume de
producdo de 7,3 milhdes de toneladas em 503 mil hectares (REUNIAO INTERNACIONAL
ACORBAT, 2013). A banana é amplamente consumida em diversos paises, sendo que estudos
encontrados na literatura citam que a fruta se disseminou pelo mundo a partir de seu cultivo
iniciado na Asia e no continente africano (MACHADO, 2007).

No entanto, as cascas de banana podem representar um problema ambiental no que diz
respeito a geracao de residuos, devido ao elevado indice de producdo desse alimento, cuja casca
muitas vezes é descartada no lixo comum e destinada aos aterros sem nenhum tipo de
reaproveitamento. Assim, as cascas de banana tém sido utilizadas como adsorvente natural na
remocao de diversos compostos organicos, além de alguns metais presentes em efluentes
contaminados (GOULART et al., 2011).

A utilizacdo deste residuo na remocdo de micropoluentes ocorre devido as
caracteristicas da superficie do material, que além de possuir muitas reentrancias, € constituida
de componentes lignoceluldsicos polares e higroscopicos, caracteristicas que promovem a sua
capacidade de bioadsor¢cdo (GOULART et al., 2011). Diversos estudos ja comprovaram a
eficiéncia da casca de banana na remocdo de diversos contaminantes, desde metais (SILVA,
2014), farmacos (SOUZA, 2015), corantes (BELISARIO et al., 2012) e até mesmo compostos
altamente toxicos e radioativos como o uranio (BONIOLO, 2008). Assim, foram selecionados
para o estudo da capacidade de adsorcdo o bioadsorvente casca de banana (CB) para remocéo
do farmaco diclofenaco sodico.

METODOLOGIA

Todos os procedimentos descritos a seguir, como o preparo do bioadsorvente casca de
banana, os testes de adsorcdo, as analises da Demanda Quimica de Oxigénio (DQO), além dos
ensaios de fitotoxicidade envolvendo a espécie Lactuca sativa, foram realizados no laboratério
do campus Swift da Universidade S&o Francisco, localizado no municipio de Campinas-SP. A
seguir encontram-se descritos os procedimentos realizados.
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Preparo do bioadsorvente

A banana (Plantae, Musaceae) selecionada para o preparo do bioadsorvente é conhecida
como banana prata. Assim, as cascas dessa fruta foram lavadas com agua destilada e cortadas
em pedacos menores para facilitar o manuseio das mesmas. Apds a lavagem, o material foi
levado a uma estufa a 75°C, onde permaneceu por um periodo de 24 horas. Apés a secagem, as
cascas de banana foram trituradas com o uso de um liquidificador €, com um auxilio de um
agitador de peneiras, separadas na granulometria de 60 mesh (abertura de 0,25 mm), obtendo
assim um material de granulacdo semelhante a da areia média, conforme definido na norma n°
6.502 da Associacdo Brasileira de Normas Técnicas - ABNT (1995). Por fim, obteve-se a casca
de banana em forma de p6 (Figura 1), da qual cerca de 20g foi separada para posterior aplicacdo
como bioadsorvente durante os testes de adsorcéo envolvendo o diclofenaco sodico.
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Figura 1 — Fotos do processo de preparo do bioadsorvente casca de banana; (A) Cascas de banana cortadas antes
da secagem; (B) Cascas de banana ap0s secagem, trituracdo e peneiramento. (Fonte: Préprio autor).

Testes de adsorcéo

Para a realizacdo dos testes de adsor¢ao e avaliacdo da eficiéncia do bioadsorvente casca
de banana na remoc¢do do farmaco supracitado, foram utilizadas as seguintes massas nas
amostras tratadas: 0,5 e 1,0 g de bioadsorvente, sendo tais amostras denominadas de CB1 e
CB2, respectivamente. Estas foram individualmente colocadas em frascos de Erlenmeyer,
juntamente com uma solugdo de 100 ml do farmaco de estudo (0,375 g.I"}), conforme
apresentado na Figura 2.

Logo apos a aplicacdo do bioadsorvente, as amostras foram agitadas por um periodo de
60 minutos com o auxilio de um agitador magneético (Figura 2). Por fim, as solugfes submetidas
aos testes de adsorcdo foram filtradas a vacuo e armazenadas em frascos com tampa de 150 ml
(Figura 2), os quais foram armazenados em um congelador para posterior analise e utilizagdo
nos testes de toxicidade utilizando sementes de Lactuca sativa (alface).



Figura 2 = (A) Solucdo com o farmaco analisado (0,375 g/l) com o bioadsorvente e agitador magnético; (B)
Filtragem a vacuo; (C) Frascos para o armazenamento das amostras. (Fonte: Préprio autor).

Analise da Demanda Quimica de Oxigénio (DQO)
Preparo dos reagentes

A determinacdo e quantificacdo de matéria organica € um dos elementos mais
importantes no estudo das aguas residuais e naturais, pois quantificam uma quantidade de
matéria organica agregada compreendendo constituintes organicos com uma caracteristica
comum, além de ser possivel quantificar compostos organicos individuais. Para o presente
estudo, a analise de DQO foi utilizada como um parametro para estimar a quantidade de
diclofenaco sédico em amostras de agua, antes e depois do processo de bioadsorcao, sendo 0s
valores finais expressos em mgO2/I.

Assim, as andlises foram feitas em duplicatas, considerando sete amostras. Sendo, a
primeira amostra contendo somente dgua destilada, sendo assim, o “branco” da andlise de
DQO, asegunda e a terceira amostra contendo diclofenaco sddico a uma concentracdo de 0,375
g/l, a quarta e a quinta amostra compdem as amostras p6s-adsor¢do com a utilizagdo de 0,5 g
de bioadsorvente e, por fim, a sexta e sétima amostra contendo as amostras pos-adsor¢do com
0 uso 1,0 g de bioadsorvente.

Desse modo, o0 procedimento para analise da DQO neste estudo seguiu o disposto nas
orientacfes da norma 5220-D de Standard Methods (AMERICAN SOCIETY FOR TESTING
AND MATERIALS - ASMT, 1999), a partir da qual foram preparadas cinco solugdes, cujo
preparo encontra-se descrito a seguir:

a) 250 ml de solucgdo de digestdo com dicromato de potassio;

b) 500 ml de &cido sulfarico com sulfato de prata;

c) 1000 ml de solucdo padrédo de Biftalato de potassio;

d) 1000 ml de solucéo de &cido sulfarico 20% (lavagem dos tubos de ensaio).

Para o preparo da solucdo (a) foram adicionados 2,554 g de dicromato de potassio
(K2Cr207), previamente seco em estufa a 103°C por 2 horas, 41,75 ml de acido sulfurico
(H2S04) e 8,325 g de sulfato de mercurio (HgSO4) em 125 ml de &gua destilada, em seguida, a
solucdo foi completada em um bal&o volumétrico de 250 ml. A solugéo (b) foi preparada a uma
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proporcéo de 2,03 g de sulfato de prata (Ag2SO4) para 200 ml de acido sulfdrico, considerando
que foi preparada um volume de 500 ml dessa solugédo, sendo adicionados 5,07 g de Ag>SOs
em 500 ml de &cido sulfarico concentrado.

A solucdo (c) foi preparada ap6s a dissolucdo de aproximadamente 425 mg de biftalato
de potéssio, (HOOCCeH4COOK), previamente seco em uma estufa a 120°C por 2 horas, em
500 ml de &gua destilada, sendo posteriormente completada em um bal&o volumétrico de 1000
ml com agua. Por fim, a solucéo (d) foi preparada adicionando-se 200 ml de H.SO4 concentrado
em 1000 ml de agua destilada, obtendo-se uma solucéo de 20% de &cido sulfarico.

Preparo da Curva de Calibracéo para DQO

Para anélise da DQO das amostras de interesse foi previamente elaborada uma curva de
padronizacdo, através da diluicdo da solucdo padrdo de biftalato de potassio em diferentes
volumes, em balGes volumétricos de 100 ml, conforme apresentado na Tabela 1. A partir dos
dados obtidos, foi elaborada a curva de padronizacdo da DQO, a qual foi utilizada como um
parametro para o calculo da DQO das amostras estudadas (Figura 3).

Tabela 1 — ParAmetros da curva de calibracdo em relacdo aos valores de absorbancia da solugdo padréo
Concentracdo de DQO (mg O2/L) Volume da solucdo padrdo Absorbancia

0,0 0,0 0,000
50,0 10,0 0,009
100,0 20,0 0,029
200,0 40,0 0,068
300,0 60,0 0,098
400,0 80,0 0,149
500,0 100,0 0,169

Fonte: Proprio autor

Figura 3 = Curva de padronizacéo para andlise de DQO. Fonte: (DUMMER; SOUZA, 2018).
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Analise das amostras de interesse

Para a obtencédo dos valores da DQO, uma aliquota de 2,5 ml de cada amostra avaliada
foi aplicada em um tubo de digestdo, onde 0 mesmo foi previamente lavado com solucédo de
20% de acido sulfarico H2SOs4, para eliminar interferentes de amostras anteriores. Em seguida,
foram adicionados em cada tubo 3,5 ml de reagente de acido sulfarico e sulfato de prata e 1,5
ml da solugdo de digestdo contendo dicromato de potassio (K2Cr207).

Apbs a aplicacdo dos reagentes, os tubos foram fechados e brevemente agitados para
homogeneizacéo e inseridos em um bloco digestor, onde permaneceram por um periodo de duas
horas a uma temperatura de 150°C. Por fim, as amostras foram submetidas a um
espectrofotdbmetro com um comprimento de onda de 600 nanémetros, para leitura e obtencgéo
das respectivas absorbancias. Vale ressaltar que o procedimento para analise da DQO seguiu 0
disposto nas orientagdes da norma 5220-D do livro intitulado Standard Methods (AMERICAN
SOCIETY FOR TESTING AND MATERIALS, 1999).

Para a obtencgéo dos valores de DQO das respectivas amostras estudadas, foi utilizado a
Equacao 1 supracitada onde o “ABS”, corresponde aos valores médios de absorbancia obtidos
no experimento realizado e o “x” equivale ao valor final da DQO de cada amostra, expresso em
mgO2/I.

ABS =3,05315 x 10™*x + 0,01246

_ ABS —0,01246
"~ 3,05315 x 10~%

X

(Equacéo 1)
Onde:
ABS = Valor de absorbancia obtido no experimento
x = Resultado da DQO expresso em mgO2/I.

Ensaios de Germinagdo e Desenvolvimento das radiculas de Lactuca sativa

A alface, denominada pelo nome cientifico de Lactuca sativa € uma hortaliga anual de
seiva leitosa, amplamente cultivada e consumida no Brasil. Tendo sua origem na Asia e
cultivada desde a antiguidade, existem hoje diversas variedades de alface devido ao intenso
melhoramento genético que esta espécie sofreu ao longo dos anos desde a sua descoberta.
Ensaios ecotoxicoldgicos sdo amplamente realizados com essa espécie, pois ndo requerem
equipamentos sofisticados e podem ser realizados de forma rapida e facil, o que permite que 0s
testes possam ser completados em poucos dias. Com as sementes de L. sativa é possivel avaliar
a fitotoxicidade de um composto através da medigédo do crescimento das radiculas e hipocotilo
com 0 uso de uma régua e um paquimetro, além da avaliacdo da inibicdo da germinacgéo das
sementes, conforme representa a Figura 4.
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radicula

Figura 4 — Vista geral de um ensaio de germinacéo e desenvolvimento das radiculas de Lactuca sativa
(Plantae, Magnoliophyta). (Fonte: Adaptado de Castro, 2013)

A execucdo dos bioensaios realizados tem por objetivo principal a determinacdo da
toxicidade do farmaco diclofenaco sddico, sendo estes realizados no campus Swift da
Universidade Sao Francisco, Campinas-SP. Para os testes de toxicidade foram utilizadas vinte
sementes de L. sativa, as quais foram dispostas em placas de Petri cobertas por um papel filtro
de porosidade 14 um (Figura 5).

Cada placa de Petri foi umedecida com 4 ml de solucdo de agua reconstituida contendo
diclofenaco sddico em diferentes concentracdes, sendo uma placa umedecida apenas com agua
reconstituida, correspondente ao controle. As placas de Petri foram distribuidas em 4 réplicas
para cada concentragdo previamente estabelecida, sendo elas: 0,375; 0,75; 1,5; 3,6 e 6 g.L ™,
além do controle. Assim, foram obtidas vinte e quatro placas de Petri, cada qual com vinte
sementes de alface.

Para a preparacdo da agua reconstituida utilizada nas solucdes, incluindo o controle, foi
considerado o disposto na norma n° 13.373 da Associacdo Brasileira de Normas Teécnicas
(ABNT 2004, 2005). Assim, foram misturados 0,03 g/l de sulfato de calcio dihidratado
(CaS04.2H20), 0,061 g/l de sulfato de magnésio heptahidratado (MgSO4.7H20), 0,048 g/l de
bicarbonato de sodio (NaHCO3) e 0,002 g /I de cloreto de potéssio (KCI) em um litro de 4gua
destilada, a qual a mesma apresentou uma dureza equivalente a 40-48 mg CaCOs/l, e um pH
variando entre 7 e 7,6, além de uma condutividade elétrica de 160uS/cm.

Para a obtencéo das concentragcdes mencionadas foi preparado uma solucdo-estoque do
farmaco em uma concentracéo de 20g/I. Posteriormente, foi realizada a dilui¢do dessa solucao
em baldes volumétricos de 100 ml, de acordo com o calculo representado na Equagéo 1, para a
obteng&o das concentracGes supracitadas.

(Equacéo 2)

Onde:

Ci = concentracéo inicial da solugéo (20 g/l)

Vi = volume inicial da solucéo

Ct = concentragdo final da solucéo (concentracdo pré-estabelecida, ex.: 0,75 g/l)

10
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Vs = volume final da solugé&o (100 ml)

Figura 5 = (A) Placas de Petri com sementes de L. sativa; (B) Placa de Petri umedecida com 4 ml da
solugdo preparada.

As placas de Petri protegidas com um papel filme e com as sementes de L. sativa foram
armazenadas em uma camara escura de temperatura controlada (25 + 2°C) por um periodo de
120 horas (5 dias). Apds esse periodo, as raizes das sementes germinadas foram medidas com
0 auxilio de um paquimetro, sendo os valores encontrados do comprimento das raizes, e também
0 numero de sementes germinadas e ndo germinadas foram langados em uma planilha do Excel
para calculo da porcentagem de inibicdo de germinacdo das sementes, e 0 comprimento médio
das raizes, em relagdo ao controle.

Apo0s a determinacdo da porcentagem de inibicdo, estes valores foram sumarizados e
analisados, utilizando o método estatistico Trimmed Spearman-Karber (HAMILTON et al.,
1977). Vale ressaltar que o mesmo procedimento para os testes de toxicidade utilizando
sementes de L. sativa foram realizados antes e depois dos testes de adsor¢do com as amostras
contendo o farmaco estudado, sendo que o primeiro teste foi realizado com seis amostras
contendo diferentes concentragdes de diclofenaco, conforme descrito acima, e o segundo teste
consistiu na analise de uma amostra pré-bioadsorgdo, contendo uma concentragdo inicial de
0,375 g/l de diclofenaco, e mais duas amostras pds-bioadsor¢ado, das quais uma foi obtida apos
0 processo de bioadsorcdo utilizando 0,5 g de bioadsorvente e a outra com 1,0 g do mesmo
material, denominadas CB1 e CB2, respectivamente. Assim, no segundo ensaio de
fitotoxicidade realizado, foram utilizadas 12 placas de Petri com 20 sementes de L. sativa cada,
distribuidas igualmente em 4 réplicas para cada amostra testada.

Assim, foi utilizado um total de 36 placas de Petri e 720 sementes de alface nos dois
bioensaios realizados, sendo 24 placas para o primeiro e 12 para o segundo, com 20 sementes
de Lactuca sativa cada.

RESULTADOS E DISCUSSOES
11
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Analise da Demanda Quimica de Oxigénio (DQO)

Os valores médios de DQO apresentados na Tabela 2 foram obtidos a partir da analise
de uma amostra contendo o diclofenaco sddico a uma concentracdo de 0,375 g/l, constituindo-
se na amostra bruta (pré-bioadsorcédo), e de duas amostras pds-bioadsorcdo (CB1 e CB2), para
as quais foram utilizados 0,5 g e 1,0 g do bioadsorvente, respectivamente. Os calculos e
procedimentos para a obtencao dos resultados encontram-se descritos na metodologia.

Tabela 2 = Valores médios de DQO das amostras estudadas

Amostra Concentracao do Principio Ativo Média de DQO
((71)] Absorbéancia (mgQOy/l)

Agua 0,000 0,057 529

destilada

Amostra 0,375 0,178 1.734
Bruta
CB1 - 0,297 2.929
CB2 - 0,399 3.949

Fonte: Proprio autor

Em consequéncia dos resultados obtidos, verificou-se que ambas as amostras tratadas

(CBL1 e CB2) apresentaram valores de DQO superiores ao da amostra bruta, indicando uma
provavel recarga de matéria organica na amostra mesmo ap0s 0 processo de bioadsorcéo e
filtracdo a vacuo. Tais resultados indicam uma provavel ineficiéncia do bioadsorvente na
remocdo do diclofenaco contido na amostra bruta (0,375 g/l), sendo que tal caracteristica pode
possuir diversas justificativas, tais como:

e Ndo lavagem do material bioadsorvente antes do tratamento;

e Influéncia de variaveis fisico-quimicas (pH, tempo de agitacdo, temperatura,

entre outros);
e Ligacdes fisico-quimicas entre adsorvato e o bioadsorvente fracas.

O pH das amostras estudadas foi mantido na faixa de 6, em temperatura ambiente
(£25°C). Além disso, conforme descrito nesse estudo as amostras tratadas foram agitadas por
um periodo de 60 minutos apds a aplicacdo do bioadsorvente, sendo posteriormente filtradas a
vacuo. De acordo com Moreira (2010), varios fatores afetam a adsorcdo, tais como a estrutura
molecular ou a natureza do bioadsorvente, a solubilidade da substancia de interesse (adsorvato),
0 pH da solucédo e a temperatura. Além desses fatores, as moléculas com menores diametros
moleculares tém sua difusdo facilitada para o interior do solido e consequentemente a
quantidade adsorvida € maior. Assim, as condi¢Oes pelas quais foram feitos os testes de
bioadsor¢do com o farmaco estudado, tais como pH, temperatura, ou até mesmo a estrutura
molecular do bioadsorvente casca de banana podem ter sido fatores limitantes para a eficiéncia
na remogdo do farmaco na amostra estudada.

Outra hipdtese levantada foi em relagdo ao valor de DQO obtido nas amostras tratadas
(CB1 e CB2) em relacdo a amostra bruta (0,375 g/l de diclofenaco), pois as amostras tratadas
apresentaram valores superiores de DQO em relacdo a amostra com concentracdo inicial de
0,375 g/l. Tal aumento pode ter ocorrido devido a presenga de matéria orgénica proveniente do
proprio bioadsorvente nas amostras, sendo que parte dessa matéria organica pode ter limitado
a adsorcdo do diclofenaco, pois a mesma poderia estar presente nos poros do bioadsorvente.

12
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Assim, sugere-se a lavagem do material bioadsorvente antes de sua aplicacdo, para a reducéo
do problema supracitado.

Ensaios de fitotoxicidade utilizando a espécie Lactuca sativa

Conforme descrito ao longo deste trabalho, foram realizados dois testes de toxicidade
utilizando sementes de Lactuca sativa (alface), no laboratério da Universidade Sao Francisco,
campus Campinas - Swift. O primeiro teste foi realizado com o objetivo de se avaliar a
concentracdo de inibicdo média do farmaco diclofenaco sddico em relacdo ao crescimento e
germinagdo das radiculas de L. sativa, para tanto, foram utilizadas amostras com o farmaco
mencionado em seis concentracdes, sendo que foi possivel observar reducao da germinacédo das
sementes, logo na primeira concentracéo.

A Tabela 3 apresenta os dados de germinacao e crescimento das radiculas de L. sativa
expostas as amostras contendo o diclofenaco sédico em diferentes concentracdes, antes de
qualquer tratamento por bioadsorcao.

Tabela 3 = Numeros de sementes germinadas e ndo germinadas e valores médios de comprimento (cm) das
radiculas de Lactuca sativa resultantes de quatro repeticGes em ensaios de fitotoxicidade com exposicdo das
sementes a diferentes diluicdes de diclofenaco sédico.

Concentragdo Comprimento Médio Sementes Sementes Nao

(g/ Radicula (cm) Germinadas Germinadas
Controle 4,267 65 15
0,375 0,443 63 17
0,75 0,120 41 39
15 0,233 6 74
3,6 0,100 6 74
6,0 0,000 0 80

Fonte: Proprio autor

Apds a andlise do numero de sementes germinadas e ndo germinadas, bem como do
comprimento médio das raizes das sementes de L. sativa, tais dados foram inseridos no software
estatistico denominado Trimmed Spearman-Karber (HAMILTON et al., 1977), onde foi obtida
uma concentracdo de inibicdo média (Clso) de 0,88 g/l com intervalo de confianca (95%) de
0,79-0,98 g/l.

E possivel observar a partir da Tabela 3, que a germinac&o das sementes, bem como, 0
comprimento médio das radiculas, diminui consideravelmente a medida que a concentracao do
farmaco estudado aumenta, em relacdo ao controle. Além disso, considerando o nimero de
sementes germinadas e crescimento das radiculas do controle, essa reducdo pode ser constatada
a partir da primeira concentracéo (0,375 g/l), sendo que para a ultima (6,0 g/l), ndo ha sementes
germinadas ou o desenvolvimento de radiculas.

A Tabela 4 apresenta os dados de germinacédo e crescimento das radiculas de L. sativa
expostas as amostras de diclofenaco sodico ap0ds os testes de bioadsorcdo, sendo que foram
utilizadas duas amostras, onde a primeira foi obtida através da bioadsor¢do com 0,5 g de
bioadsorvente casca de banana (CB1) e a segunda obtida a partir da aplicacéo de 1,0 g (CB2)
de mesmo bioadsorvente, respectivamente, além da amostra com diclofenaco sédico com a
concentragéo inicial de 0,375 g/L.

Tabela 4 — Numero de sementes germinadas e ndo germinadas e valores médios de comprimento (cm) das
radiculas de Lactuca sativa resultantes dos ensaios de fitotoxicidade com exposicdo das sementes a amostras pds-
bioadsorcéo de diclofenaco sddico (CB1 e CB2) e uma amostra pré-bioadsorcao (0,375g/1).

13
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Concentracao Comprimento Médio Sementes Sementes N&o
(g/ Radicula (cm) Germinadas Germinadas
Controle 4,220 71 9
0,375 0,443 63 17
CB1 3,929 69 11
CB2 4,112 72 8

Fonte: Proprio autor

A partir dos resultados apresentados, ndo foi possivel calcular a concentragdo de
inibicdo media (Clso) entre os valores obtidos, no entanto, € possivel observar que o nimero de
sementes germinadas e o comprimento médio das raizes de ambas as amostras p6s-bioadsorcao
(CBL1 e CB2) é relativamente maior em relagdo a amostra com 0,375 g/l de diclofenaco sddico
(pré-bioadsorgao). Além disso, verificou-se que a amostra CB2 apresentou uma germinacéo
maior que o préprio controle. J& em relacdo ao comprimento médio, por sua vez, foi obtido
valores aproximados entre o controle e a amostra CB2.

Embora ndo tenham sido realizados meétodos de deteccdo e quantificacdo da
concentragdo final das amostras tratadas com bioadsorvente, a fim de determinar a reducao
efetiva da concentracdo de diclofenaco sddico, foi observado que através da comparacdo dos
valores obtidos da tabela 3 com os valores da tabela 4, que as amostras pos-bioadsor¢do (CB1
e CB2), tiveram um aumento de 8,7% e 12,5%, respectivamente, na germinacdo das sementes,
em relagdo a amostra pré-bioadsorcéo, isto é, com concentracdo de 0,375 g/l do composto
farmacéutico.

J& em relacdo ao controle, a amostra CB1 apresentou uma reducdo de 2,8% na
germinacdo, enquanto a amostra CB2 apresenta um aumento de 1,4%, também relacionando a
germinagdo obtida no controle. Outro pardmetro avaliado foi o comprimento médio das
radiculas, no qual constatou-se, que as amostras CB1 e CB2 tiveram um aumento de 88,7% e
89,2%, respectivamente, no comprimento médio das radiculas das sementes expostas, em
relacdo a amostra pre-bioadsorcao.

Quando comparado ao comprimento médio das radiculas do controle, obteve-se uma
diminuicdo de 6,9% para amostra CB1 e de 2,6% para amostra CB2. A seguir, a Tabela 5
apresenta resumidamente todos os comparativos realizados entre as amostras supracitadas para
os dois parametros avaliados (germinacdo e desenvolvimento de radiculas das sementes de L.
sativa), na qual possui a amostra, comprimento médio radicula (C.M.R.), sementes germinadas
(S.G.) e o percentual de C.M.R. e S.G. em relacdo ao controle e a amostra de 0,375 g/l de
diclofenaco sédico, respectivamente.

Tabela 5 = Comparativo entre as amostras supracitadas em porcentagem (%) utilizando o Comprimento Médio
das Radiculas (C.M.R.) e 0 nimero de Sementes Germinadas (S.G.).

Amostra C. M. R. S.G. C.M.R.em S.G.em C.M.R.em S.G.em
relacdo ao  relagdo ao relacdo a relacdo a
controle controle amostra de amostra de
(%) (%) 0,375 9/l (%) 0,375 g/l (%)
Controle 4,220 71 - - 89,5 11,3
0,375 0,443 63 -89,5 -11,3 - -
CB1 3,929 69 -6,9 -2,8 88,7 8,7
CB2 4112 72 -2,6 1,4 89,2 125

Fonte: Proprio autor
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De forma geral, quando comparado a alguns estudos na literatura tais como Castro
(2013); Georgetti (2010) e Leles (2017), os quais abrangem testes de fitotoxicidade com as
sementes de L. sativa, tal organismo-teste apresentou 0 mesmo tipo de comportamento quando
sdo expostas a diferentes concentracbes de compostos potencialmente toxicos (farmacos ou
outras substancias potencialmente toxicas), de maneira que a medida em que a concentracao do
composto toxico diminui, seja através de tratamento ou dilui¢do, a germinacao das sementes de
alface e o comprimento médio das raizes aumenta consideravelmente.

Apesar da existéncia de tais estudos e do fato de que os parametros apresentados indicam
uma suposta melhoria no desenvolvimento do organismo-teste nas amostras pos-adsorcao, nao
é possivel afirmar que tal melhoria se deve exclusivamente ao potencial de redugdo da
concentracdo do farmaco diclofenaco sodico através da bioadsor¢do com casca de banana, pois
0s nutrientes presentes na casca de banana, principalmente o potéassio, podem ter sido
transferidos para as amostras tratadas, de modo que apds sua aplicacdo nas placas de Petri
contendo as sementes de alface, favoreceu a germinacdo e 0 aumento no comprimento medio
de suas radiculas.

N&o obstante, sdo necessarias analises mais aprofundadas sobre a capacidade de
bioadsorcdo do material adsorvente em relacdo ao farmaco analisado, principalmente no que
diz respeito a reducdo efetiva da sua concentracdo em amostras de agua, pois sdo diversos 0s
elementos que podem variar ou influenciar essa capacidade, como pH, temperatura, turbidez,
entre outros parametros (KIMURA et al., 1999; NAKAGIMA et al., 2002; ULSON et al., 2003)

CONCLUSAO

Considerando os resultados obtidos nas analises de DQO, conclui-se que sdo necessarios
métodos mais precisos de deteccdo e quantificacdo da concentracdo do farmaco estudado nas
amostras brutas e tratadas por bioadsorcéo, tais como espectrometria de massas e cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) ou métodos semelhantes.

Por ser tratar de um composto orgéanico, a quantificacdo do residual do farmaco através
da DQO, pode ser dificultada devido a presenca do préprio material bioadsorvente que foi
utilizado na bioadsorcdo. Além disso, sugere-se a lavagem da casca de banana, apds a sua
preparacdo e antes de sua aplicacdo, com o objetivo de desobstruir ao maximo os poros do
material, sendo um elemento essencial para adsorcao eficiente do composto farmacéutico
estudado. A caracterizacdo do material através de microscopia eletrdnica de varredura (MEV)
também pode ser um elemento importante na avaliacdo da capacidade maxima adsortiva da
casca de banana em relagdo ao composto farmacéutico estudado.

Em relacdo aos resultados dos ensaios de fitotoxicidade com a espécie Lactuca sativa
constatou-se que o farmaco diclofenaco sodico pode causar efeitos negativos sobre o
desenvolvimento e a germinacdo das sementes a partir de uma concentracdo de 0,375 g/l,
contudo, foi calculada uma concentracdo de inibicdo mediana (Clso) de 0,88 g/l com intervalo
de confianca (95%) de 0,79-0,98 g/l para o farmaco estudado.

Além disso, apds tratamento da amostra pré-adsorcéo, contendo o farmaco avaliado a
uma concentracao de 0,375 g/l, através da bioadsor¢do com casca de banana em diferentes
guantidades e, submetendo essa amostra aos bioensaios, constatou-se uma possivel melhoria
no desenvolvimento e germinagao das sementes de L. sativa.

No entanto, sugere-se que estudos futuros analisem de maneira mais aprofundada a
variacao da toxicidade de agua contaminada com diclofenaco sddico quando esta passar por um
tratamento de bioadsor¢do com casca de banana, principalmente no que diz respeito a eventual
passagem de nutrientes dessa biomassa que podem acabar favorecendo um resultado positivo
em relacdo ao desenvolvimento das sementes de alface.
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Ademais, a capacidade de adsorcdo desse farmaco pelo bioadsorvente mencionado
pode ser maior ou menor de acordo com a maneira que este é preparado, além das condigdes
que sdo realizados os bioensaios. Para a obtencédo de resultados mais precisos, também podem
ser realizados ensaios com intervalos menores entre diferentes concentracdes do farmaco de
estudo.
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