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Resumo

A acumulacdao de poluentes organicos persistentes no meio aquatico tem sido uma
preocupacao mundial emergente. Este tipo de poluentes inclui compostos como corantes,
farmacos e aminas aromaticas, entre outros. Embora os métodos de tratamento de aguas
residuais economicamente mais vantajosos sejam, sem dlvida, os biologicos, o facto de
muitos destes poluentes apresentarem resisténcia a degradacao bioquimica leva a procura de
técnicas alternativas. Neste contexto, os tratamentos eletroquimicos, em particular a
oxidacdo anodica, podem ser uma alternativa bastante promissora para a eliminacdo de
poluentes persistentes.

O presente trabalho teve como principal objetivo o estudo da conversao e/ou mineralizacao
de um farmaco da familia das tetraciclinas, a oxitetraciclina, por oxidacao anodica,
utilizando como anodo o elétrodo de BDD, tendo-se efetuado o estudo da influéncia da
densidade de corrente aplicada. Os ensaios de degradacao eletroquimica da oxitetraciclina
foram realizados num sistema que opera em modo “batch” com agitacdo, numa célula
eletroquimica que contém um elétrodo de BDD, como anodo, e como catodo uma placa de
aco inoxidavel, usando sulfato de sddio como eletrolito suporte. Nas amostras recolhidas ao
longo dos ensaios foram efetuadas analises de Caréncia Quimica de Oxigénio (CQO), de
Carbono Organico Total (COT), de espectrofotometria de absorcdo do Ultravioleta-Visivel e de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC).

Os resultados obtidos permitiram concluir que, nos ensaios de eletrodegradacao da
oxitetraciclina a remocao de COT aumenta com a intensidade de corrente, nao se observando
um comportamento tao linear para a CQO. Isto demonstra que o indice de mineralizacdo da
OTC varia com a intensidade de corrente. Este acontecimento pode ser devido a formacao de
metabolitos resistentes a degradacao. Por analise de HPLC verifica-se que a taxa de remocao
de oxitetraciclina é muito superior a observada para a remocao de CQO ou de COT. Isto
permite deduzir que existe facilidade em destruir a estrutura da OTC por oxidacao anodica
com um elétrodo de BDD. No entanto, a posterior oxidacao dos metabolitos é mais lenta,
embora com um grau de mineralizacao elevado.

Com o intuito de identificar metabolitos da degradacdo da OTC formados durante os ensaios
de oxidacao anodica, foram analisas amostras recolhidas ao longo do ensaio por HPLC, tendo-
se verificada a existéncia de acido oxamico nos produtos de degradacao. Para além do pico do
acido oxamico, foram detetados novos picos que indicam a existéncia de outros metabolitos

formados.

Palavras-chave

Degradacao eletroquimica, farmacos, oxitetraciclina, BDD, acido oxamico, HPLC.
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Abstract

Nowadays, the occurrence of undesired accumulation of persistent organic pollutants, such
as, dyes, pharmaceuticals and aromatic amines in the aquatic environment has been an
emerging global concern. Although biological wastewater treatments are the most economical
and advantageous processes, many of these pollutants are resistant to biodegradation. In this
context, electrochemical treatments, especially the anodic oxidation, may be a promising
alternative.

The main objectives of this work are the study of the conversion and/or mineralization of an
antibiotic, oxytetracycline, by anodic oxidation, using as anode the BDD electrode and
applying different current intensities. The electrochemical degradation assays of the
oxytetracycline were performed in a batch system, with stirring, in an electrochemical cell
containing a BDD electrode as anode and a stainless steel plate as cathode, using sodium
sulfate as supporting electrolyte. The samples collected throughout the assays were analyzed
for Chemical Oxygen Demand (COD) and Total Organic Carbon (TOC) contents and Ultraviolet-
Visible Absorption spectra and HPLC chromatograms were also performed.

The results showed that in the electrodegradation assays of oxytetracycline the TOC removal
increases with current intensity. COD variation with current intensity presented a similar
behavior but not so regular. These facts demonstrate that, in general, the rate of
mineralization of OTC varies with current intensity. This may be due to the formation of
intermediates/metabolites more resistant to electrodegradation. By HPLC analysis it was
found that oxytetracycline removal is higher than COD or TOC removals. This fact shows that
it is easy to destroy the structure of OTC by anodic oxidation with a BDD electrode. However,
the subsequent oxidation of the formed metabolites is slower, although with a high degree of
mineralization.

In order to identify the metabolites formed during OTC anodic oxidation, it was investigated,
by HPLC, the existence of oxamic acid in the degradation products. In addition to the oxamic
acid peak, new peaks were detected, indicating the presence of other metabolites, resulting

from the electrodegradation process.

Keywords

Electrochemical degradation, pharmaceuticals compounds, oxytetracycline, BDD, oxamic
acid, HPLC.

vii



Estudo da degradacao eletroquimica da oxitetraciclina

viii



Estudo da degradacao eletroquimica da oxitetraciclina

Indice
Capitulo 1 - Introducao e objectivos
Capitulo 2 - Revisao bibliografica
2.1 - Os farmacos como contaminantes emergentes
2.2 - Contaminacdes das aguas por farmacos e metabolitos
2.2.1 - Fontes de contaminacao ambiental
2.2.2 - Efeitos e destino no meio ambiente
2.2.3 - Riscos globais dos farmacos
2.3 - Antibioticos no meio ambiente
2.3.1 - Fontes e ocorréncia de antibiéticos no meio ambiente
2.4 - Antibioticos tetraciclinicos
2.4.1 - Tetraciclinas e produtos de degradacao
2.4.2 - Oxitetraciclina
2.5 - Processos de tratamento de efluentes contendo farmacos
2.5.1 - Ozonacao
2.5.2 - Fenton e foto-Fenton
2.5.3 - Fotolise
2.5.4 - Fotocatalise semi-condutora
2.5.5. - Processos eletroquimicos
2.5.5.1 - Oxidacado anodica
2.6 - Formas de detecdo de compostos farmacéuticos
2.6.1 - Cromatografia liquida de alta eficiéncia
Capitulo 3 - Materiais e métodos
3.1 - Reagentes
3.2 - Equipamento
3.3 - Ensaios de eletrodegradacao da oxitetraciclina
3.4 - Métodos de analise
3.4.1 - Determinacao da Caréncia Quimica de Oxigénio
3.4.2 - Determinacao do Carbono Organico Total
3.4.3 - Analise espectrofotométrica na zona UV-Visivel
3.4.4 - Analise por cromatografia de alta eficiéncia
Capitulo 4 - Resultados e discussao
4.1 - Estudos do efeito da densidade de corrente
4.1.1 - Estudo da degradacao da oxitetraciclina
4.1.2 - Estudo da degradacao da oxitetraciclina por analise de HPLC
4.1.3 - ldentificacdo do metabolito acido oxamico por analise de HPLC
Capitulo 5 - Conclusdes e perspetivas futuras
Bibliografia

Anexos

o U A W W =

11
13
14
15
16
18
19
19
20
21
21
28
28
31
31
32
34
36
36
37
37
37
39
39
39
43
47
51
53
67



Estudo da degradacao eletroquimica da oxitetraciclina



Estudo da degradacao eletroquimica da oxitetraciclina

Lista de acronimos

ACTC
ATC
BDD
CcQo
coT
ECTC
CTC
ETA’s
ETAR’s
EOTC
ETC
HPLC
oTC
PDA
POA’s
ppb
ppt
RNA
Ti/lrO,
Ti/RuO,-1r0,
Ti/Sn0,
TC’s
tRNA
UV-Vis

Anidroclortetraciclina

Anidrotetraciclina

Diamante Dopado com Boro

Caréncia Quimica de Oxigénio

Carbono Organico Total
Epiclortetraciclina

Clortetraciclina

Estacdes de Tratamento de Aguas
Estacdes de Tratamento de Aguas Residuais
Epioxitetraciclina

Epitetraciclina

High Performance Liquid Chromatography
Oxitetraciclina

Photodiodo array

Processos Oxidativos Avancados

Partes por biliao

Partes por triliao

Acido ribonucleico

Titanio dopado com didxido de iridio
Titanio dopado com didxido de rutilio e didxido de iridio
Titanio dopado com didxido de estanho
Tetraciclinas

Acido ribonucleico de transferéncia

Ultravioleta-Visivel

Xi



Estudo da degradacao eletroquimica da oxitetraciclina

xii



Estudo da degradacao eletroquimica da oxitetraciclina

Capitulo 1 - Introducao e objectivos

0 uso crescente de farmacos tornou-se num novo problema ambiental, que tem despertado
grande preocupacao nos ultimos anos. Apesar de serem encontrados em concentragées muito
baixas no meio ambiente, ainda existe uma falta de conhecimento sobre os riscos a longo
prazo que a presenca de uma grande variedade de farmacos pode constituir para os
ecossistemas e para a salde humana. Estes farmacos sdao continuamente introduzidos no meio
ambiente, devido a sua utilizacdo doméstica, veterinaria e hospitalar, e a sua presenca tem
sido detetada nas aguas residuais (Bendz et al., 2005; Roberts e Thomas, 2006; Kim et al.,
2007; Ternes et al., 2007; Deblonde et al., 2011). A sua possivel atividade biologica,
associada a fraca eliminacao durante os processos convencionais de tratamento de aguas
residuais, pode levar a efeitos adversos a nivel ambiental, nomeadamente da contaminacao
dos solos e dos recursos hidricos (Calderdn-Preciado et al., 2011; Lapworth et al., 2012).
Perante estes factos, existe uma necessidade crescente de desenvolver métodos alternativos
para o tratamento das aguas residuais, que permita uma eficiente remocao destes
contaminantes, evitando a sua acumulacdo no ecossistema aquatico. Recentemente, tém sido
desenvolvidas novas tecnologias baseadas na aplicacdo de processos oxidativos avancados
(POA’s), nomeadamente a oxidacao anoddica com elétrodos de boro dopado com diamante
(BDD), que se tem mostrado eficiente para compostos recalcitrantes (Brinzila et al., 2012; El-
Ghenymy et al., 2012; Oturan et al., 2013).

O objetivo deste trabalho consistiu em estudar a degradacédo eletroquimica de um farmaco
com propriedades antibidticas, da familia das tetraciclinas, a oxitetraciclina. O processo
eletroquimico aplicado foi a oxidacdo anoddica com BDD, tendo-se testado diferentes

condicGes experimentais.
O trabalho realizado, aqui descrito, encontra-se organizado em quatro partes distintas.

No Capitulo 2 faz-se uma introducédo sobre os farmacos e o seu impacto no meio ambiente e
nos recursos aquiferos, apresentando-se o estado da arte dos principais processos usados no
tratamento de aguas residuais para a remocao destes poluentes pseudo-persistentes, dando-
se especial énfase ao processo de oxidacdo anddica. Também é descrita informacao sobre a
técnica analitica de cromatografia liquida de alta eficiéncia, usada para analisar os produtos

resultantes da degradacao eletroquimica.

No Capitulo 3, listam-se os reagentes e descrevem-se as principais técnicas de analise usadas
para o controlo dos ensaios de oxidacao anodica, encontrando-se a descricao detalhada das
técnicas usadas em Anexos. Neste capitulo apresentam-se também descricdes dos ensaios de

oxidacao anodica.
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No Capitulo 4 apresentam-se os resultados experimentais para os ensaios realizados, que sao
também aqui comentados, tirando-se algumas conclusées. Contudo, as principais conclusdes

estao no Capitulo 5, onde também se fazem algumas conjeturas sobre trabalho futuro.
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Capitulo 2 - Revisao bibliografica

As pesquisas ambientais estdo a tomar um novo rumo de investigacao, para além da gestao de
residuos solidos e controlo da poluicdo de aguas residuais municipais. Nos Ultimos anos,
bastantes estudos tém demonstrado que muitos constituintes quimicos e microbianos, que
tradicionalmente nao eram considerados contaminantes, estdao presentes no meio ambiente a
escala global. De entre os contaminantes emergentes destacam-se, por exemplo, farmacos,
produtos quimicos domésticos e pesticidas, que sdao normalmente introduzidos no ambiente
através de diversas vias como aguas residuais municipais, agricolas e hospitalares, estrume
animal e escoamento agricola. A principal preocupacdao centra-se no facto destes
contaminantes estarem a ser continuamente introduzidos em aguas como poluentes, e
provocarem efeitos ecotoxicoldgicos e afetarem o consumo de agua potavel. Estes
contaminantes sdo assim considerados pseudo-persistentes, e a sua remocao é ineficaz por
processos convencionais de tratamento de aguas residuais. Perante este problema, existe a
necessidade de desenvolver métodos alternativos para a sua degradacao e eliminacao.

Neste capitulo serdo introduzidos alguns conceitos relacionados com o impacto ambiental e
na salde destes poluentes emergentes, dando-se especial énfase aos farmacos e aos
mecanismos da sua degradacao por processos de oxidacao avancada, particularizando para os
processos eletroquimicos. Também serao referidas técnicas analiticas utilizadas na detecao e
analise destes poluentes organicos, especialmente técnicas cromatograficas como a

cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC - High performance liquid chromatography).

2.1 - Os farmacos como contaminantes emergentes

A industria, a agropecuaria e a populacao em geral contribuem para o aparecimento de uma
miriade de compostos quimicos nas aguas residuais, provocando uma preocupacdo mundial
relacionada com o eventual impacto destes compostos na vida selvagem e na saide humana
(Deblonde et al., 2011).

Nos Ultimos anos, tém sido relatadas evidéncias da presenca de novos compostos, designados
por "poluentes emergentes’, nas aguas residuais, nas aguas subterraneas e nas aguas
superficiais (Daughton et al., 1999; Heberer et al., 2002; Barcelo, 2003; Daughton, 2004;
Petrovic et al., 2009). Os poluentes emergentes sao produtos novos ou produtos quimicos sem
estatuto regulamentar e cujos efeitos sobre o meio ambiente e a salde humana sao
desconhecidos, mas que podem ser candidatos a regulamentacao futura, dependendo da
pesquisa sobre os seus potenciais efeitos para a salde e os resultados da monitorizacdo da sua
ocorréncia. Os contaminantes emergentes incluem surfactantes, farmacos e produtos de
higiene pessoal, desreguladores endocrinos, drogas ilicitas, aditivos de gasolina e muitos

outros grupos de compostos. A sua principal caracteristica é a de nao precisarem de persistir
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no ambiente para causar efeitos negativos, uma vez que a sua introducao continua no meio
ambiente compensa mesmo taxas elevadas de transformacao/remocao (Barcelo, 2003).

A diretiva-quadro da Unidao Europeia 2000/06/CE que estabelece um quadro de accao
comunitaria no dominio da politica da agua, apresenta no anexo X uma lista de 33 substancias
prioritarias ou grupos de substancias que incluem metais, pesticidas, ftalatos,
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos e desreguladores enddcrinos. Refere também que
estas substancias devem ser removidas dentro de um objectivo de qualidade e preservacao do
bom estado ecologico da agua até 2015. Além disso, foi criado em 2007, na Europa, o
regulamento REACH, que visa identificar produtos quimicos perigosos e substitutos menos
perigosos. A aplicacao deste regulamento exige a remocao de, por exemplo, trés ftalatos
classificados como cancerigenos, toxicos para a reproducao ou persistentes no meio ambiente
(Deblonde et al., 2011).

Os efeitos da presenca de metais, hidrocarbonetos, bactérias ou ides como nitratos (NOs) e
amoénia (NH4") na agua tém sido descritos ha varias décadas e o seu impacto na saide humana
e no ambiente sdao conhecidos. Estes contaminantes estao sujeitos a regulamentacao e
controlo. Contudo, a ocorréncia e os efeitos dos ftalatos, farmacos, hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos, bifenilpoliclorados e o bisfenol A ainda ndo sdao muito claros
(Deblonde et al., 2011).

2.2 - Contaminacgées das aguas por farmacos e metabolitos

A maioria dos farmacos sao substancias quimicas produzidas pelo Homem, e que nao se
encontram presentes na natureza. Os farmacos, em geral, sao agrupados em diferentes
classes: hormonais, anti-epilépticos, anti-inflamatorios, estatinas, antidepressivos, beta-
bloqueadores, antibioticos, agentes de diagnostico, e outros (Miége et al., 2009). Estas
moléculas tém utilizacdo doméstica, veterinaria e hospitalar. Apos administracao, os
farmacos humanos sdo excretados, em grande parte inalterados ou metabolizados e assim,
podem entrar no ciclo da agua (Halling-Sorensen et al., 1998; Fent et al., 2006). Numerosos
estudos tém demonstrado a presenca destes contaminantes em aguas residuais domésticas e
hospitalares e em aguas superficiais (Heberer, 2002; Roberts e Thomas, 2006; Kim et al.,
2007). Também tém sido detetados nas aguas subterraneas e, até mesmo, em aguas potaveis
(Watkinson et al., 2009; Lapworth et al., 2012). Podem ainda atingir o solo, devido ao uso de
aguas residuais para irrigacdo e, a uma escala muito menor, devido a derrames ocorridos

durante a sua producao (Zuccato et al., 2000; Jones et al., 2004; Ternes et al., 2007).

A Figura 2.1 apresenta todas as relacdes existentes associadas a presenca de farmacos em

varios tipos de aguas, bem como as suas origens e destinos.
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Figura 2.1 - Ocorréncia e dispersao de farmacos no ambiente (Adaptado de Dsbka et al., 2004).

2.2.1 - Fontes de contaminacao ambiental

O caminho mais 6bvio para a contaminacao ambiental por fAirmacos é a via de excrecao
inalterada na urina e nas fezes, embora outros mecanismos antropogénicos devessem ser
considerados, nomeadamente:

a) O metabolismo poés-consumo, uma vez que muitos farmacos sdo metabolizados pelo
organismo e convertidos em compostos hidrofébicos, para mais facilmente serem excretados
como residuos polares (Timbrell, 2002).

b) Os compostos de diagnodstico, tais como meios de contraste de raios-X que sao
descarregados diretamente nas suas formas nativas (Kummerer, 2001).

c) Eliminacdo doméstica; tanto formulacbes topicas ou farmacos nao utilizados (fora de
validade ou indesejados) que sdo descartados através de vias sanitarias ou através de recolha
de residuos (Braund et al., 2009; Glassmayer et al., 2009), antes de serem levados para
aterros sanitarios, onde aparecem como contaminantes dos ecossistemas terrestres. Em
alternativa, podem também afetar os meios aquaticos (Heberer et al., 2002).

d) Os impactos devido as atividades antropogénicas como, por exemplo, as lamas produzidas
nas estacdes de tratamento de aguas residuais (ETAR’s), cujas aguas podem conter farmacos
nao suspeitos, que sao aplicadas na agricultura como fertilizante, e os medicamentos
veterinarios que também sdo excretados pela urina e fezes de animais, sendo espalhados na
terra como fertilizante. Isto leva a potencial contaminacdo direta do solo, em que existe o
risco de escoamento com chuva forte, contaminando tanto aguas superficiais como
subterraneas (Kay et al., 2005; Kemper, 2008; Topp et al., 2008). Outro exemplo de uma
atividade antrépica é aquacultura, cujos farmacos empregues, bem como os seus metabolitos
e produtos de degradacao, sao diretamente descarregados nas aguas superficiais (Lalumera et
al., 2004). Outra importante fonte de contaminacdo ambiental por farmacos sao os efluentes

de instalagées de producéo de farmacos (Larsson et al., 2007).
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2.2.2 - Efeitos e destino no meio ambiente

A preocupacao ambiental nao passa necessariamente pela quantidade elevada de um
determinado farmaco, mas sim pela sua persisténcia no ambiente e pela sua atividade
biologica critica, resultante da elevada toxicidade e do potencial para gerar efeitos nos
processos biologicos chave, como € o caso da reproducdo. Para além da persisténcia dos
farmacos no ambiente, outro problema resulta de terem sido produzidos para desencadearem
efeitos fisiologicos especificos, tornando a biota mais susceptivel a impactos advindos da
presenca destes compostos no meio hidrico. Embora a concentracao de alguns farmacos seja
baixa, a sua combinacdo podera ter efeitos pronunciados devido ao mecanismo de acao
(Fitho, 2007). Estes compostos sao maioritariamente detetados na gama dos nanogramas e
microgramas por litro podendo, no entanto, ser suficientes para induzir efeitos toxicos (Fent
et al., 2006).

Anualmente, sdo produzidas toneladas de farmacos em todo o mundo, que sao consumidos
por humanos e animais (Fent et al., 2006; Glassmeyer et al., 2009). Eles sao concebidos
principalmente para ter determinados modos fisioldgicos de acdo e frequentemente para
resistir a inativacdo antes de exercer o seu efeito terapéutico. Contudo, estas mesmas
propriedades sao paradoxalmente responsaveis por efeitos de bioacumulacdo e de toxicidade
em ecossistemas aquaticos e terrestres (Fent et al., 2006; Huerta et al., 2012). De uma forma
diferente de alguns poluentes convencionais (tais como os pesticidas, os detergentes, os
combustiveis, entre outros), os farmacos sao distribuidos de forma continua em baixos niveis
0 que pode dar origem a toxicidade, mesmo sem altas taxas de persisténcia (Dorne et al.,
2007; Glassmeyer et al., 2008).

A possibilidade de efeitos adversos que possam surgir a partir da presenca de farmacos nao
afeta s6 a salde humana, mas também os organismos aquaticos. Tém ocorrido efeitos pouco
significativos pela exposicao continua durante o ciclo de vida aquatico dos vertebrados e
invertebrados a concentracoes de farmacos sub-terapéuticas. Estes efeitos surgem pela
acumulacao lenta que se manifesta numa condicao final irreversivel, que é frequentemente
notada sé em geracoes posteriores, afetando a sustentabilidade das populacdes de organismos
aquaticos (Kidd et al., 2007; Pery et al., 2008). Atualmente, a legislacdo da UE e dos EUA em
vigor obriga os novos farmacos a submeterem-se a uma avaliacdo de impacto ambiental e,
que leva a implementacdo de novos métodos de avaliacao dos efeitos agudos e cronicos. No
entanto, persiste uma significativa falta de conhecimento, nomeadamente em matéria de
dados toxicologicos pelas interacdes sinérgicas de farmacos (Santos et al., 2010).

O destino e o comportamento dos farmacos no meio ambiente ainda ndo sao muito claros.
Como foi referido anteriormente, os farmacos (usados em medicina humana e/ou veterinaria)
e os seus metabolitos chegam ao meio ambiente através de varias vias. Alguns deles alcancam
as aguas superficiais (rios, lagos e estuarios) e eventualmente, as aguas subterraneas, depois

de resistirem a desejada degradacéo bioldgica (Heberer, 2002; Lapworth et al., 2012).
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No caso de farmacos que tém baixa volatilidade e alta polaridade, a distribuicdo é feita
principalmente por transporte aquoso ou até mesmo através da dispersao cadeia alimentar
(Crane et al., 2006). Normalmente, os efluentes sao conduzidos para ETAR’s, que
desempenham um papel fundamental na entrada dos farmacos no meio ambiente. No
entanto, em algumas regiées ou mesmo paises esses tipos de instalacdes podem nao existir e
o problema ambiental é ainda pior.

Em aguas de superficie, os farmacos podem ser degradados através de diferentes processos.
Dependendo da tecnologia particularmente selecionada e das propriedades da substancia

ativa, estes podem sofrer:

v/ Particdo - os farmacos, quando descarregados nas aguas superficiais, podem fixar-se a

fase solida como solidos suspensos ou sedimentos, reduzindo as suas concentracdes na
fase aquosa. Em particular, os que sao suficientemente hidrofébicos ligar-se-ao aos

sedimentos (Jones et al., 2004).

v' Degradacado - segundo Richardson e Bowron (1985), citado por Santos et al. (2007), os
compostos admitidos no sistema de tratamento instalado numa ETAR podem ser
classificados em trés grupos: ser biodegradavel, ou seja, mineralizado a di6xido de
carbono e agua; passar por algum processo metabdlico ou ser degradado parcialmente;
ser persistente. A biodegradacao é provavelmente a maior via de degradacdo de muitos
compostos medicinais. Compostos simples como a aspirina sao facilmente degradados,
mas moléculas mais complexas e de maiores dimensdes, sdao mais estaveis e resistentes,

sendo por isso a sua degradacao mais dificil (Jones et al., 2004).

v Bioacumulacao, bioamplificacdo e biotransformacao - por vezes, nao ocorre a degradacao

total e o processo para, mesmo antes da mineralizacao estar concluida. Estes compostos
intermediarios, ou seja, os produtos estaveis da biotransformacdao podem ser ainda mais
estaveis, mais toxicos e com um potencial de acumulacdo superior aos compostos
originais (Kummerer, 2009). Os farmacos sao frequentemente resistentes a
biodegradacdo, uma vez que é necessario tempo para que a sua acao farmacologica
produza resultados. Esta resisténcia a degradacao podera conduzir a sua acumulacdo nos
tecidos animais. Entende-se por bioconcentracao o processo que provoca o aumento da
concentracao de um poluente num organismo aquatico, através da sua incorporacdo por
absorcao, pelo contacto com a agua poluida. A bioamplificacdo é a acumulagao de uma
substancia na biota em toda a extensdao da cadeia alimentar, através da alimentacao.
Estes dois conceitos - bioconcentracdo e bioamplificacdo - sao factores determinantes na

extensao da bioacumulacao destes compostos (Jones et al., 2004).

Tendo em conta estes aspectos, os efluentes requerem diferentes tratamentos consoante a
sua origem. Por exemplo, o uso especifico de antibioticos, antineoplasicos ou agentes de

diagnostico em hospitais requer subsequentemente um processo de tratamento de efluentes
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mais abrangente e direcionado para este tipo de farmacos que sao apenas usados no meio
hospitalar (Kummerer, 2001), e que deve ser diferente do procedimento mais especifico
adotado em ETAR’s que recebem descargas industriais provenientes da producao de farmacos
(Larsson et al., 2007). Para além disso, a forma e extensao do risco de contaminacao final
também dependera da localizacdo geografica da instalacdo da ETAR. Um coeficiente de
adsorcao baixo permite que as substancias ativas permanecam na fase aquosa, favorecendo a
sua mobilidade através das ETAR’s e em aguas superficiais proximas. A adsorcao a sélidos em
suspensdo depende das interacdes hidrofobicas e eletrostaticas que sofrem, originando
diferentes destinos (Xia et al., 2005). Por outro lado, os metabolitos hidrofébicos presentes
nas lamas resultantes das ETAR’s levam a contaminacao terrestre, afetando microrganismos e
invertebrados. A bioconversao aerdbia/anaerobia ocorre tanto durante a digestao da lama de
esgoto como durante o tratamento de lamas ativadas, que parece ser o processo mais
eficiente para eliminar contaminantes quimicos de ambiente aquatico. Normalmente, o
melhor resultado de biodegradacdo € obtido quando se aumenta o tempo de retencao
hidraulico do tratamento de lamas activadas (Fent et al., 2006). No entanto, se um farmaco
especifico ndao for detetado no efluente de uma ETAR, nao implica que tenha sido
completamente removido. Em alguns casos, ele pode ter sido degradado e dar origem a
metabolitos que posteriormente podem contaminar aguas superficiais (Zwiener et al., 2001;
Heberer, 2002).

2.2.3 - Riscos globais dos farmacos

A detecao de farmacos nas aguas residuais, nas aguas de superficie e nas aguas para consumo,
€ indicadora da sua solubilidade e estabilidade no ambiente. Contudo, a exposicao indireta a
estes compostos das aguas para consumo é limitada em termos absolutos, uma vez que
relativamente poucos compostos tém sido detetados em aguas para consumo humano, como
resultado do seu factor de diluicdo ou da aparente eficacia dos sistemas de tratamento.
Mesmo assim, tém sido detetados alguns farmacos (ou os seus metabolitos e/ou produtos da
degradacdo) nas aguas para consumo, aumentando as preocupacées acerca da possibilidade
de efeitos adversos nos humanos, advindos da exposicao indireta a estes compostos (Pena et
al., 2010). A presenca frequente de farmacos em cdrregos, muitas vezes utilizados como
fonte de agua para abastecimento publico, também tem contribuido para o aumento das
preocupacdes relativas a sua presenca na agua potavel e, consequentemente aos efeitos na
salde humana despoletados pela exposicdo crénica a estes compostos (Stackelberg et al.,
2004).

Areas com elevada densidade populacional e/ou com presenca significativa de animais de
criacdo constituem também situacdes muito preocupantes a nivel ambiental, nao se
conhecendo valores-limite para as concentracdes de farmacos descarregados no ambiente a
partir de ETAR’s ou de fontes agricolas (Jones et al., 2004). Areas com populagao urbana
crescente tém tendéncia a tomar medidas de conservacado e reutilizacdo das aguas. Estas

medidas incluem a utilizacdo de aguas residuais tratadas, de modo a aumentar as reservas
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para abastecimento, processo este designado por reutilizacao indireta de agua potavel. No
entanto, a presenca de farmacos nos efluentes de aguas residuais € um dos aspectos mais
desafiantes da reutilizacdo indireta de agua potavel, devido ao grande nimero de farmacos
que podem estar presentes, a impossibilidade de determinar todos esses compostos, bem
como a falta de informacéo relativa a sua toxicidade e inexisténcia de valores-limite para
muitos deles (Stackelberg et al., 2004).

As regides urbanas sao as principais fontes de contaminacdo, devido a proximidade de
hospitais e ETAR’s. No entanto, as regides rurais onde se pratica agricultura, pecuaria e
aquacultura representam também grandes fontes de contaminacdao ambiental.

Mesmo no caso de paises que tém feito enormes progressos no setor farmacéutico, a maioria
continua a fazer descargas industriais de aguas residuais na rede de esgotos doméstica sem
qualquer tratamento. O uso de aguas residuais ndo eficientemente tratadas (industrial e
doméstica) e de biosolido (lama de esgoto e estrume) na agricultura causa a contaminacao de
solos, aguas superficiais, aguas subterraneas e de toda a cadeia alimentar com compostos
farmacéuticos, bem como com os seus metabolitos e os produtos da sua degradacao. Esta
contaminacao farmacéutica pode ainda apresentar riscos globais, através das exportacdes dos

produtos e das viagens internacionais (Figura 2.2) (Rehman et al., 2013).
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Figura 2.2 - Possiveis fontes e vias de transporte de compostos farmacéuticos, de produtos da sua

degradacao e de espécies resistentes no ambiente global (adaptado de Rehman et al., 2013).

Tém sido realizadas varias pesquisas com o intuito de desenvolver novos métodos analiticos
para monitorar farmacos, produtos da sua degradacdo, metabolitos e estirpes microbianas
altamente resistentes e a toxicidade da mistura, como consequéncia da contaminacdo
farmacéutica por estes contaminantes farmacéuticos emergentes (Rehman et al., 2013).

A forma mais abrangente para avaliar os efeitos toxicos sobre organismos que nao sdo o alvo
principal inclui o desenvolvimento de testes especificos para avaliar os efeitos agudos e

cronicos. Neste Ultimo caso, os efeitos sdao medidos através de parametros especificos, tais
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como o indice da taxa de crescimento ou reproducao (Crane et al., 2006). Existem poucos
estudos para avaliar os efeitos cronicos e a bioacumulacao; quanto aos efeitos agudos, so sao
importantes quando ocorre a descarga de farmacos, uma vez que as concentracoes
ambientais referidas para este tipo de compostos sao baixas.

O desenvolvimento recente de métodos sensiveis para a identificacdo e quantificacdo de
farmacos permite conceber padroes de distribuicdo em varias amostras ambientais, com
destaque para as classes terapéuticas mais relevantes em termos de contaminacao ambiental.
Estes dados sao Uteis para definir as substancias ativas mais adequadas a serem utilizadas em
testes de ecotoxicidade (Santos et al., 2010).

Num futuro préximo, a avaliacdo dos efeitos de toxicidade crénica deve ser definida como
uma prioridade, no sentido de investigar a exposicao e efeitos dos farmacos, metabolitos e
produtos de transformacdo das varias classes terapéuticas e da possivel repercussao a nivel
transgeracional. E importante avaliar a presenca de farmacos e/ou os seus metabolitos e
produtos de transformacdo em varios compartimentos ambientais de diferentes paises, com
vista a obter um conhecimento confiavel sobre os niveis de contaminacdao. Com esses novos
estudos e evidéncias, sera mais facil melhorar a legislacdo existente, a fim de proteger os
seres humanos, animais e ecossistemas da ameaca pela presenca deste tipo de compostos no

ambiente.

2.3 - Antibioticos no meio ambiente

Os antibioticos sao um dos grupos mais importantes de farmacos utilizados. Um antibidtico
em sentido mais amplo é um agente quimioterapéutico que inibe ou suprime o crescimento de
microrganismos, tais como bactérias, fungos ou protozoarios. O termo “antibiotico”
originalmente referia-se a qualquer agente com atividade bioldgica contra os organismos
vivos. Contudo, atualmente, o termo “antibiotico” refere-se a substancias com atividade
antibacteriana, antiflingica ou antiparasitaria (Kummerer, 2009).

Os primeiros antibioticos eram de origem natural, como as penicilinas, produzidas por fungos
do género Penicillium, ou a estreptomicina, produzida a partir de bactérias do género
Streptomyces. Atualmente, os antibioticos sdo obtidos por sintese quimica, como as
sulfonamidas, ou por modificacdo quimica de compostos de origem natural. Muitos
antibioticos sao moléculas relativamente pequenas, com um peso molecular inferior a 1000
Da. A definicao classica de um antibiotico € um composto produzido por um microrganismo
que inibe o crescimento de outro. Ao longo dos anos, esta definicao foi expandida para incluir
produtos sintéticos e semissintéticos (Kummerer, 2009).

Os antibioticos que nao sao suficientemente toxicos para o hospedeiro sdo utilizados como
agentes quimioterapéuticos no tratamento de doencas infecciosas em doencas dos seres
humanos, animais e plantas (Kummerer, 2009). Sao usados extensivamente na medicina
humana, na medicina veterinaria e na aquacultura com a finalidade de prevenir ou tratar

infecoes microbianas, enquanto que na criacao de gado podem ainda ser utilizados para
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promover o crescimento dos animais. Alguns antibioticos sao usados também na fruticultura e
na apicultura (Kummerer, 2008).

Os antibioticos podem ser agrupados pela sua estrutura quimica ou mecanismo de acdo. Eles
sao um grupo diverso de produtos quimicos que pode ser dividido em subgrupos diferentes,
tais como beta-lactamas, quinolonas, tetraciclinas, macrolideos, sulfonamidas e outros.
Muitas vezes sdo moléculas complexas que podem possuir diferentes funcionalidades. Assim,
sob diferentes condicdes de pH, os antibidticos podem ser neutros, cationicos, anionicos ou
zwitterionicos. Devido a diferentes funcionalidades dentro de uma Unica molécula, as suas
propriedades fisico-quimicas e bioldgicas, tais como o coeficiente de particdo, a solubilidade,
a hidrofobicidade e a hidrofilicidade, o comportamento de sorcao, a foto-reatividade, a

atividade antibi6tica e a toxicidade podem sofrer alteracées com o pH (Kummerer, 2008).

2.3.1 - Fontes e ocorréncia de antibioticos no meio ambiente

Nestes Ultimos anos tem aumentado o uso de antibidticos na medicina veterinaria e humana
(consumo anual de 100000 a 200000 toneladas) e, consequentemente, aumenta a
possibilidade de contaminacado de aguas estes compostos (Xu et al., 2007).

Como ja foi referido, os antibioticos humanos e veterinarios tém sido detetados em diferentes
matrizes ambientais. Estes poluentes sao continuamente descarregados no ambiente na sua
formulacao inicial ou como produtos da sua degradacao ou de ambas as formas por uma

diversidade de fontes de entrada, como se mostra na Figura 2.3.
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Figura 2.3 - Origem e principais vias de contaminacao de antibioticos humanos e veterinarios (adaptado
de Homem et al., 2011).

O problema reside no facto de que as ETAR’s nao sao projetadas para remover micropoluentes
altamente polares como os antibioticos (Xu et al., 2007), que podem assim ser transportados
para aguas superficiais e subterraneas depois da lixiviacdo. Em ultima analise, as aguas

superficiais contaminadas podem entrar nas estacdoes de tratamento de agua (ETA’s), que
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também nao estdo preparadas para remover estes compostos, atingindo os sistemas de
distribuicao de agua.

Nos Ultimos anos, a presenca de antibidticos em matrizes ambientais tem sido investigada.
Tém sido relatados varios estudos sobre a ocorréncia de residuos de antibioticos em
ecossistemas aquaticos, em aguas superficiais, aguas subteraneas, aguas maritimas, aguas
potavel e efluentes (Kummerer, 2001; Brown et al., 2006; Xu et al., 2007; Watkinson et al.,
2009; Pena et al., 2010). Os antibioticos também tém sido detetados em matrizes terrestres e
em biossolido (Kinney et al., 2006; Jones-Lepp e Stevens, 2007). Geralmente, os antibioticos
sdo detetados em efluentes hospitalares, aguas residuais municipais, aguas superficiais, aguas
do mar e aguas subterraneas numa gama compreendida entre pg/L e ng/L. Além disso, tem-se
verificado que os sedimentos dos rios junto a zonas agricolas tém mostrado maiores
concentracdes de antibidticos do que a agua adjacente ou outros sedimentos de rios
localizados longe das areas agricolas. Isto indica a possibilidade de contaminacdo de terras
por escoamento (Kummerer, 2009).

Andlises de solos revelaram também a presenca de residuos de antibidticos atribuidos a
aplicacao de lamas como adubo ou fertilizantes (Kumar et al., 2005). Além de que, ja foi
detetada a presenca deste tipo de residuos em legumes (Shenker et al., 2011).

A persisténcia e a acumulacao de antibioticos no meio ambiente podem produzir efeitos
nocivos, tanto no ecossistema aquatico como terrestre, mesmo a baixos niveis de
concentracao. A extensa e indiscriminada utilizacao destes compostos em medicina humana e
veterinaria e sua introducdo continua nas matrizes ambientais podem explicar tal
bioacumulacdo e pseudo-persisténcia. A elevada polaridade e natureza nao volatil da maior
parte dos antibioticos impedem a sua saida destas matrizes (Hernando et al., 2006).

As propriedades fisico-quimicas de cada antibi6tico, como a estrutura molecular, a forma e o
tamanho, a solubilidade e a hidrofobicidade, vao definir a sua distribuicao nas matrizes
ambientais solida ou liquida (Kemper, 2008). Além desses factos, os antibioticos sao suspeitos
de serem responsaveis pela producdao dos microrganismos resistentes, causando sérios
problemas de salde publica, ou seja, dificuldades no tratamento de patologias e desequilibrio
dos ecossistemas microbianos (Bailon-Pérez et al., 2008).

Até o momento, foram estabelecidos limites legais de antibioticos nos alimentos (4-1500 mg/
kg para o leite e 25-6000 mg/kg para os outros produtos alimentares de origem animal - Uniao
Europeia, 1990), mas nao existe uma legislacao aplicada a matrizes ambientais.

Assim, em contraste com as propriedades e efeitos terapéuticos desejados a partir das
aplicacoes de antibidticos, essas mesmas propriedades sao muitas vezes desvantajosas para os
organismos no ambiente (Kummerer, 2008).

A fim de avaliar os impactos ambientais, tém sido feitos cada vez mais estudos no sentido de
conhecer e compreender as fontes, ocorréncia e destino destes compostos no ambiente. Além
disso, tem sido estudado varios processos que visam remover/degradar os antibioticos do

meio ambiente.
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2.4 - Antibioticos tetraciclinicos

As tetraciclinas (TC’s) sdo um grupo de produtos naturais e semi-sintéticos que sdo agentes
bacteriostaticos e com atividade contra uma ampla variedade de organismos. Em meados do
século vinte, foram desenvolvidas pela primeira vez a partir de microrganismos presentes em
amostras de solo, as Streptomyces, recolhidos em todo o mundo, devido a necessidade de
antibioticos mais potentes (Rodriguez et al., 1998).

As tetraciclinas sdo caracterizadas por uma estrutura de quatro anéis, com um grupo
funcional carboxilamida e varios outros grupos funcionais ionizaveis, tricarbonil metano,
dicetona fendlica e dimetil amonio, bem como as cadeias laterais, que sao responsaveis pelo
seu pKa e pela carga anionica, cationica ou zwitteriénica (Figura 2.4) (Sassman et al., 2005).
As TC’s podem entrar no ambiente aquatico através do lancamento de efluentes de ETAR’s,
escoamento agricola, ou pela eliminacao de farmacos nao utilizados (Khetan et al., 2007), e a

potencial selecado de resisténcia de patogénios a esses antibidticos (Chopra et al., 2001).

Figura 2.4 - Estrutura quimica da tetraciclina (Halling-Sorensen et al., 2002).

As tetraciclinas agem inibindo a sintese proteica dos microrganismos sensiveis, ligando-se aos
ribossomas. Estes farmacos impedem que o RNA de transferéncia (tRNA) se fixe ao ribossoma
sendo, deste modo, impedida a sintese proteica. Sao considerados antibidticos
bacteriostaticos, pois detém o crescimento das bactérias.

Para além das propriedades antibidticas, as tetraciclinas possuem diversas propriedades nao

antibidticas. A Figura 2.5 apresenta uma sintese do uso e propriedades das tetraciclinas.
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Figura 2.5 - Uso e propriedades das tetraciclinas.
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2.4.1 - Tetraciclinas e produtos de degradacao

As tetraciclinas sao conhecidas por se degradarem através de fatores abioticos, dependendo
do pH, propriedades redox e condicdes de luz, e os produtos de degradacdao podem ser
formados através da epimerizacao, desidratacao e vias de transferéncia de protao (Figura 2.6)
(Halling Sorensen et al., 2003).

As 4-Epi-TC’s, como a 4-epitetracycline (ETC) da tetraciclina (TC), a 4-epioxitetraciclina
(EOTC) da oxitetraciclina (OTC), e a 4-epiclortetraciclina (ECTC) de clortetraciclina (CTC),
podem ser formadas em condicdes aquosas em meio ligeiramente acido (pH 2-6), e podem ser
revertidas de volta a sua forma ativa sob condicdes alcalinas especificas, na presenca de um
metal de complexacao. Sob condicdes fortemente acidas (pH<2), as anidro-TC’s, como a
anidrotetraciclina (ATC) e a anidroclortetraciclina (ACTC), sao as mais formadas. Enquanto,
que as anidro-TC’s sdo estaveis, a anidro-OTC é instavel e forma rapidamente compostos a- e
B-apo-OTC. A CTC é particularmente vulneravel a decomposicao alcalina e forma iso-CTC sob
condicoes alcalinas. Os referidos produtos também podem sofrer epimerizacao (Anderson et
al., 2005). Varios destes produtos de degradacao tém poténcia antibiotica, ao mesmo nivel de

concentracao que os seus compostos precursores (Figura 2.6) (Halling-Sorensen et al., 2002).
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Figura 2.6 - Estruturas quimicas das tetraciclinas e os seus produtos de degradacéao (Jia et al., 2009).
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2.4.2- Oxitetraciclina

A oxitetraciclina € um farmaco antimicrobiano amplamente utilizado em agricultura intensiva
para tratar doencas entéricas e respiratorias (Chiayvareesajja et al., 2006). Devido a
administracdo por via oral e a sua farmacocinética, a dosagem da OTC esta presente na
alimentacdo na gama de g kg™ e é encontrada nos residuos animais na ordem das mg kg™
(Brambilla et al., 2007). Como consequéncia da eliminacao de residuos, o farmaco entra nos
compartimentos ambientais (agua, sedimentos, solo) e pode contaminar as redes troficas
(Nepejchalova et al., 2008), podendo transitar para os alimentos e causar efeitos negativos
sobre os recursos naturais (Yang et al., 2009; Migliore et al., 2010), incluindo os efeitos sobre
a estrutura da comunidade microbiana e de estirpes com selecao de resisténcia a antibioticos
(Halling-Sorensen et al., 1998; Kim et al., 2007).

A OTC é amplamente usada na medicina veterinaria em paises em desenvolvimento, para o
tratamento e prevencao de uma variedade de infecoes bacterianas em animais produtores de
alimentos. E um antibidtico eficaz de largo espectro contra bactérias gram-negativas e gram-
positivas e também contra muitos organismos patogénicos que sao resistentes aos agentes

inibidores da parede celular antimicrobiana (Chopra et al., 2001).

Figura 2.7 - Estrutura quimica da oxitetraciclina (Kahsay et al., 2013).

A OTC tem trés equilibrios de ionizacdo com valores de pKa de 3.57, 7.49 e 9.88 (Figueroa et
al., 2004), e os quatro estados de protonacao podem ser representados por H;OTC*, H,0TC",
H,OTC e OTC*. A Figura 2.8 mostra a compilacao dos quatro estados da OTC e os equilibrios

de ionizacao.
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Figura 2.8 - Estrutura e estados de ionizacao da oxitetraciclina (Shaojun et al., 2008).

2.5 - Processos de tratamento de efluentes contendo farmacos

Nos Ultimos anos, a presenca de antibidticos em matrizes ambientais tem sido investigada.

Nomeadamente, no que diz respeito aos antibidticos tetraciclinicos tém sido relatadas

evidéncias da existéncia deste tipo de antibidticos em varias matrizes ambientais (Tabela

2.1).

Tabela 2.1 - Quadro resumo sobre relatos de existéncia de antibioticos tetraciclinicos em varias matrizes

ambientais.

Antibiético Matriz Local Referéncia
Oxitetraciclina Aguas subterraneas Nebraska, USA Zhu, et al. (2001)
Tetraciclina

Clortetraciclina

Tetraciclina Solos Valencia, Espanha Andreu et al. (2009)
Clortetraciclina

Oxitetraciclina

Doxitetraciclina

Tetraciclina Aguas residuais, Motril, Espanha Lopez-Penalver et al.
Clortetraciclina subterraneas e (2010)
Oxitetraciclina superficiais

Oxitetraciclina Solos agricolas Beijing, China Zhao et al. (2010)
Clortetraciclina Vegetais

Tetraciclina

Oxitetraciclina Efluentes provenientes  Tocachi, Japao Miyata et al. (2011)
Tetraciclina de exploracoes

Doxiciclina pecuarias

Clortetraciclina

Oxitetraciclina Aguas provenientes de Yanji, China Kim et al. (2013)
Clortetraciclina exploracdes pecuarias
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Embora a quantidade de residuos de farmacos antibioticos no ambiente aquatico seja baixa, a
acumulacdo de residuos farmacéuticos constitui um risco potencial para os organismos
aquaticos e terrestres a longo prazo (Klavarioti et al., 2009; Sirés e Brillas, 2012). A remocao
de antibioticos é dificil e o processo € dispendioso. Nos Ultimos anos, tem havido um
crescente interesse para o tratamento da poluicdo gerada por residuos farmacéuticos,
incluindo antibioticos (Esmollaa e Chaudhuri, 2010; Daghrira et al., 2012; Hou et al., 2012).
Os processos bioldgicos, o mais rentavel para o tratamento de aguas residuais, sdo métodos
destrutivos e tém sido extensivamente estudados (Oller et al., 2011), mas nem sempre
parecem relevantes para a remocao de compostos recalcitrantes, devido a sua fraca
biodegradabilidade. Algumas técnicas fisicas e fisico-quimicas tém provado a sua eficiéncia
para o efeito. Entre as técnicas fisicas, a adsorcdo, a floculacdo, a eletro-floculacao, a
osmose inversa, a ultrafiltracdo e a coagulacao tém sido aplicadas para remover poluentes
recalcitrantes. Estes métodos mais convencionais sdao nao-destrutivos e simplesmente
transferem os poluentes de uma fase para outra, o que resulta em poluicdo secundaria
(Alonso-Salles et al., 2010).

Os processos fisico-quimicos sao destrutivos e sdao também amplamente usados para remover
0os compostos recalcitrantes. Entre eles, os processos de oxidacao avancada constituem o
grupo de processos mais amplamente estudados (Lee et al., 2011; Gomez-Pacheco et al.,
2012) e podem ser divididos em trés categorias: processos fotoquimicos, ozonizacao
combinada com radiacdo UV e/ou perdxido de hidrogénio (H,0,), e producédo in situ de
radicais livres *OH por outras tecnologias (Yahiaoui et al., 2013).

Os POA’s sao métodos oxidativos baseados na geracdo de radicais hidroxilo (OH®) que sao
extremamente reativos e menos seletivos do que outros oxidantes (como, por exemplo, cloro,
ozono molecular). O seu potencial padrao de oxidacdo (E° = 2,8 V) é maior do que o dos
oxidantes convencionais, tornando-o extremamente eficaz na oxidacao de uma grande
variedade de compostos organicos (Hernandez et al., 2002; Bautitz e Nogueira, 2007). Estes
radicais sao produzidos a partir de agentes oxidantes tais como o ozono (03) ou o peroxido de
hidrogénio (H,0,), muitas vezes combinados com catalisadores metalicos ou semicondutores
e/ou radiacdo UV. Nestes processos, é de esperar que os compostos organicos sejam oxidados
a espécies intermediarias menos refractarias (menos toxicas e mais biodegradaveis) ou mesmo
mineralizadas a CO, e H,0 e sais inorganicos. Contudo, algumas vezes, os metabolitos
produzidos sao potencialmente mais perigosos do que o composto original (Dantas et al.,
2008).

Para a degradacao de compostos organicos persistentes contidos em aguas residuais, varios
estudos recomendam processos integrados, mais particularmente, o acoplamento de
processos fisico-quimicos com tratamento biologico (Farré et al., 2007; Basha et al., 2009;
Yahiat et al., 2011).

A Tabela 2.2 apresenta uma sintese da aplicacdo de POA’s em varias matrizes ao longo destes

Ultimos anos.
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Tabela 2.2 - Aplicacao de POA’s em varias matrizes contendo tetraciclinas.

Antibiotico Amostra Tratamento Referéncia

Oxitetraciclina

Efluentes de ETAR’s

Foto-Fenton

Bautitz e Nogueira
(2007)

Oxitetraciclina

Efluentes
provenientes de
exploracoes
pecuarias

Ozonacao

Uslu e Balcioglu (2009)

Tetraciclina
Clortetraciclina
Oxitetraciclina

Efluentes de ETAR’s e
aguas de ETA’s

Fotolise UV/H,0,

Lépez-Penalver et al.
(2010)

Oxitetraciclina
Tetraciclina
Doxiciclina
Clortetraciclina

Efluentes
provenientes de
exploracoes
pecuarias

Oxidacéao eletroquimica

Miyata et al. (2011)

Clortetraciclina

Efluentes
provenientes de
exploracoes
pecuarias

Ozonacao

Lee et al. (2011)

Tetraciclina
Clortetraciclina
Oxitetraciclina

Aguas residuais,
subterraneas e
superficiais

Fotolise directa por
radiacao UV

Gomez-Pacheco et al.
(2012)

De seguida, descrevem-se alguns casos de sucesso da aplicacao de POA’s a estes compostos

recalcitrantes, os antibioticos tetraciclinicos.

2.5.1 - Ozonacao

0 ozono € um oxidante forte, que se decompde em agua, quer para formar radicais hidroxilo
que sao agentes oxidantes mais fortes do que o proprio ozono, induzindo assim a oxidacao
indireta, ou atacando seletivamente, como eletrofilo certos grupos funcionais de moléculas
organicas (Dantas et al., 2007). Dependendo do tipo de substrato e das condicdes de
funcionamento em questao, a oxidacdo por ozono normalmente é favorecida pelo aumento do
pH. Além disso, o desempenho do tratamento é melhorado combinando o ozono com radiacao
luminosa (Irmak et al., 2005), com perdxido de hidrogénio (Balcioglu e Otker, 2003; Arslan-
Alaton e Dogruel, 2004; Arslan-Alaton e Caglayan, 2006) ou com complexos de ferro ou de
cobre, que atuam como catalisadores (Skoumal et al., 2006).

A ozonizacdo tem sido tradicionalmente utilizada no tratamento de agua potavel para
controlo de odor, sabor e de desinfecdo, bem como para desinfecao de aguas residuais.

O efeito sobre a degradacao por ozonizacdao de oxitetraciclina em solucao aquosa, a
diferentes valores de pH, foi investigado por Li et al. (2008). Os resultados demonstram que a

ozonizacdo, como um passo parcial num conceito de tratamento combinado, é uma técnica
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potencial para a degradacdo dos efluentes de indUstrias farmacéuticas que contém altas
concentracoes de oxitetraciclina. Tem sido provado que as taxas de remocao aumentam como
consequéncia das melhores taxas de decomposicao obtidas, favorecidas pelo aumento do pH.
Contudo, os resultados de bioluminescéncia iniciais indicam que os subprodutos apds
ozonizacao parcial de oxitetraciclina apresentam maior toxicidade do que o composto

original.
2.5.2 - Fenton e foto-Fenton

O processo de foto-Fenton é considerado adequado para o tratamento de uma variedade de
aguas residuais, devido a sua alta eficiéncia, simplicidade de operacdo e baixo custo. A
geracao de radicais hidroxilo ocorre durante a decomposicao de H,0, na presenca de ides
ferrosos. Sob radiacdo UV-Vis, a eficiéncia total do processo aumenta devido principalmente a
regeneracao de ides ferrosos e formacdo de °OH adicionais (Equacdes (2.1) e (2.2))
(Pignatello, 1992; Pera-Titus et al., 2004):

Fe* +H,0, = Fe* +OH™ +HO* 2.1

Fe* +H,0 +hv= Fe* +H"+HO" (2.2)

Bautitz e Nogueira (2007) avaliaram a eficiéncia de degradacao mediada pelo processo foto-
Fenton em meios complexos e reais, como efluentes de ETAR’s e aguas superficiais. Foi
obtida uma eficiéncia muito elevada por radiacdo solar e pela utilizacao de ferrioxalato,
conseguindo-se uma degradacao total de TC apds 1 minuto de radiacdo. Os resultados
mostrados neste trabalho indicam que, o processo de foto-Fenton sob radiacao solar pode ser
aplicado na degradacao de tetraciclina presente em aguas de superficie ou mesmo amostras
mais complexas, tais como efluentes de ETAR’s. A rapida degradacao de tetraciclina pelo
processo foto-Fenton é um tratamento muito promissor. Uma vez que os produtos
farmacéuticos sao muitas vezes encontrados em efluentes de ETAR’s, este procedimento
oferece uma boa alternativa para o tratamento de tais amostras, uma vez que permite o
tratamento de grandes volumes de efluentes, utilizando baixas concentracdes de reagentes e
de luz solar, evitando a contaminacdao de ambientes aquaticos. Contudo, os processos que
envolvem fotodlise sO devem ser aplicados a efluentes descorados, uma vez que a coloracao

impede a propagacao eficiente da radiacao.
2.5.3 - Fotolise

A fotolise é a decomposicao ou dissociagdo de compostos quimicos causados pela luz natural
ou artificial. Dois processos foto-induzidos sao comummente aplicados: fotolise direta e
fotolise indireta. No primeiro caso, os compostos organicos absorvem luz UV e podem reagir

com os componentes da matriz aquosa ou sofrerem auto-decomposicao (Shaojun et al., 2008;
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Jiao et al., 2008; Trovo et al., 2009). A fotdlise indireta envolve a foto-degradacao por
fotossensibilizadores como o oxigénio e radicais hidroxilo ou peroxilo (Arslan- Alaton e
Dogruel, 2004; Giokas e Vlessidis, 2007). Estes oxidantes devem ser produzidos por fotolise de
substancias himicas e inorganicas, presentes nas matrizes aquosas ou por adicdo externa de
perdoxido de hidrogénio (clivagem homolitica do peroxido de hidrogénio, produzindo radicais
hidroxilo), ou mesmo ozono (Giokas e Vlessidis, 2007).

Shaojun et al. (2008) e Jiao et al. (2008) estudaram a degradacao das tetraciclinas,
antibioticos muito sensiveis a luz. Obtiveram altas remocoes de CQO (cerca de 80%), mas
muito baixa remocao de COT (14%), o que prova a producao de compostos intermediarios. No
seu estudo, verificou-se também que a toxicidade do efluente tratado foi maior do que o
original.

Pelas pesquisas e estudos efetuados, foi observado que este processo € extremamente
dependente da estrutura do composto, e que apenas os compostos fotossensiveis sao
facilmente degradados. Esta técnica tem provado ser menos eficaz que outras, em que a
radiacdo € combinada com perdxido de hidrogénio, ozono ou catalisadores. A fotolise sob
radiacdo solar tem sido considerado um método promissor para degradar antibidticos no
ambiente natural aquatico (Jiao et al., 2008). Esta tecnologia é aplicavel somente para aguas
residuais contendo compostos foto-sensiveis e aguas com baixas concentracées de CQO, como

rios e agua potavel (Homem e Santos, 2011).
2.5.4 - Fotocatalise semi-condutora

Na fotocatalise semicondutora, as reagdes de degradacao oxidativa requerem a presenca de
trés componentes basicos: uma superficie catalitica fotossensivel (geralmente um
semicondutor inorganico, como o didxido de titanio), uma fonte de energia de fotdes e um
agente oxidante adequado (Reyes et al., 2006; Hu et al., 2007; Palominos et al., 2008). O
principio desta metodologia envolve a ativacdo de um semicondutor (geralmente de elevada
estabilidade, bom desempenho e de baixo custo) por luz artificial ou solar.

O processo fotocatalitico é iniciado quando o semicondutor absorve fotées com uma energia
capaz de promover os eletrées do nivel de energia da banda de valéncia para a banda de

conducao. As equagoes (2.3)-(2.8) demonstram o que acontece neste processo:

Semiconductor + hv = e, +hg, (2.3)
s + hg, = semicondutor + calor (2.4)
€sc + Oyaasoniag = Oz (2.5)

hgy +H,04s0miss = H ™+ HO’ (2.6)
hgy +OH 4eonigy = HO' (2.7)

hg, +matéria.organica(MO) = MO™ = Produtos.Oxidados (2.8)
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(onde e'gc - eletrdoes na banda de conducao; e, - eletrdoes na banda de valéncia; h', . lacunas
na banda de valéncia). Estudos recentes mostraram que o mecanismo de degradacdo nao
ocorre exclusivamente por meio de radicais hidroxilo, mas também por meio de outras
espécies de radicais livres derivados de oxigénio. A eficiéncia do processo é afetada pela
concentracao de catalisador, comprimento de onda, intensidade da radiacao, pH e pela
matriz aquosa. Este método tem a vantagem de poder ser aplicado em condicées ambientais
normais, com um ganho de energia quando a luz solar € utilizada como fonte de radiacéo.
Este método foi aplicado a antibidticos tetraciclinicos e concluiu-se que a fotocatalise
semicondutora foi muito eficiente, atingindo elevadas taxas de degradacao (>98%) e de
mineralizacao (>50%) (Addamo et al., 2005; Reyes et al., 2006;; Palominos et al., 2008).
Reyes et al. (2006), estudaram a degradacao da tetraciclina usando o processo fotocatalitico,
tendo atingido 100% de degradacdo apo6s 120 min e elevados niveis de mineralizacao (= 90%),
utilizando 0,5 g/L de TiO, e radiacao UV. Estes resultados foram consistentes com os obtidos
por Palominos et al. (2009), que estudaram a degradacao da tetraciclina utilizando também o
processo fotocatalitico. As taxas de degradacdo da tetraciclina observadas foram altas usando
TiO; ou ZnO (= 100%), bem como a mineralizacao (=50% usando TiO; e =100% utilizando ZnO).
Um estudo recente de Bu e Zhuang (2013), utilizando um processo de fotocatalise (0,4 g de
Cu/TiO, como fotocatalisador e sob radiacao UV) mostrou ser eficaz para remover mais de
80% de clortetraciclina. Em termos de eficiéncia de remocao, este método parece ser
promissor para o tratamento de efluentes com baixas cargas de matéria organica, como rios,

aguas subterraneas e agua potavel.
2.5.5 - Processos eletroquimicos

Nos Ultimos anos, os processos eletroquimicos tém demonstrado ser eficazes para o
tratamento de efluentes contendo poluentes organicos refratarios e toxicos (Martinez-Huitle e
Brillas, 2009; Panizza e Cerisola, 2009).

Os tratamentos eletroquimicos sdo processos que permitem remover compostos tdxicos
organicos, aplicando uma tecnologia eficaz, versatil, rentavel, facil e limpa (Jara et al.,
2007; Panizza e Cerisola,2009). Nos processos eletroquimicos, a oxidacdo ocorre no anodo
(que pode ser de grafite, TiO,, ligas a base de Ti, dxidos de Ir, Ru, Pb, Sn, Sb, BDD, etc), na

presenca de um eletrolito (Panizza e Cerisola, 2009).

2.5.5.1- Oxidacao anodica

A oxidacdo eletroquimica oferece diversas vantagens para a prevencao e solucao dos
problemas ambientais. Trata-se de um processo limpo que pode funcionar a baixas

temperaturas e, na maioria dos casos, sem adicao de qualquer reagente nem formacao de
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lamas, utilizando equipamento simples e de facil operacdao (Comninellis, 1994; Santos et al.,
2008; Anglada et al., 2009).

A Figura 2.9 mostra um diagrama conceptual de um reator eletroquimico de eletro-oxidacao
de aguas residuais, que inclui uma fonte de alimentacdo, um catodo e um anodo (Cafizares et
al., 2006).

Corrente

Anides

Catices

1  Anodo Catodo N

Processos de Processos de
oxidacao reducéo

Figura 2.9 - Diagrama conceptual de um reactor eletroquimico (adaptado de Anglada et al., 2009).

Durante a oxidacdo anodica de poluentes organicos, podem ser seguidas duas vias diferentes
(Drogui et al., 2007):

« conversao eletroquimica - os compostos organicos sdo apenas parcialmente oxidados

(equacao (2.9)), podendo ser necessario um tratamento subsequente.

R—>RO+e” (2.9)

« combustao eletroquimica - os compostos organicos sao transformados em agua, dioxido de

carbono e outros componentes inorganicos (equacao (2.10)):

R—>CO, +H,O+sais+e (2.10)

A oxidacao eletroquimica (conversiao e/ou combustdo) dos compostos organicos é
teoricamente possivel antes da evolucdo do oxigénio mas, na pratica, por limitacoes de
ordem cinética e nao termodinamica, a reacdo de oxidacao é demasiado lenta. Em estudos
efetuados por Comninellis et al. (Comninellis e Plattner, 1988; Comninellis e Pulgarin, 1991),
foi possivel verificar que a oxidacao de certos compostos organicos em meio aquoso, ocorre,
sem perda da actividade dos elétrodos apenas a potenciais elevados, na zona de evolugdo de
oxigénio. De facto, durante a oxidacao de compostos organicos a um potencial anodico fixo,
inferior ao de evolucao de oxigénio, ocorre uma diminuicdo da actividade da superficie do
anodo como consequéncia da sua passivacao pela deposicao de matéria oxidada que, em
alguns casos, tende a polimerizar na sua superficie. As espécies responsaveis por esta
passivacdo da superficie podem ser oxidadas pelos radicais *OH formados a potenciais

elevados, na regiao de decomposicdo da agua com evolucdo de oxigénio simultanea, sendo
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assim possivel a regeneracao da superficie anodica durante a oxidacao (Brillas et al., 2006).

Existem varios estudos publicados sobre a oxidacdo eletroquimica de poluentes organicos,
utilizando como modelo o fenol, em condicdes de evolucao simultanea de oxigénio e usando
diferentes tipos de materiais de eléctrodo (Comninellis e Pulgarin, 1991). Segundo estes
autores, pela analise dos intermediarios e da eficiéncia da corrente foi demonstrado que os
materiais de anodo “tradicionais”, como a Pt, o Ti/IrO, e o Ti/Ru0Q,, favorecem a conversao
eletroquimica (obtendo-se acidos carboxilicos como produtos finais), mas com baixas
eficiéncias de corrente. Pelo contrario, a utilizacao de anodos de Ti/SnQ,, PbO, ou BDD, que
apresentam sobrepotenciais para evolucdo do oxigénio maiores, permite a obtencao de

eficiéncias de corrente mais elevadas, favorecendo a combustao.

Para melhor compreensao destas diferencas, convém referir que, os compostos organicos, em

meio aquoso, podem ser oxidados num anodo por oxidacao direta ou indireta.

v' Oxidacao direta

Se o anodo possui uma alta atividade eletrocatalitica e a electrolise ocorre a potenciais na
zona de estabilidade do eletrdlito, a oxidacdo pode ocorrer diretamente na superficie do
elétrodo, designando-se por oxidacdo anddica direta (Mohan et al., 2007). Ocorre em duas
etapas: (1) difusao de poluentes a partir do seio da solucéo para a superficie do anodo e (2) a
oxidacdo dos poluentes na superficie do anodo. Consequentemente, a eficacia do processo
eletroquimico dependera da relacdo entre a transferéncia de massa do substrato e a
transferéncia de eletroes na superficie do elétrodo. A taxa de transferéncia de eletrdes é
determinada pela atividade do eléctrodo e pela densidade de corrente (Figura 2.10 (a)).

A oxidacdo direta é teoricamente possivel para baixos potenciais, antes da evolucao do
oxigénio. No entanto, como ja foi referido, o principal problema é a atividade catalitica
diminuir, efeito comummente chamado de envenenamento, devido a formacdo de um filme
polimérico na superficie do anodo. Esta diminuicdo depende da adsorcdo de poluentes na
superficie do anodo, da concentracdo de poluente e da natureza dos compostos organicos

(Panizza e Cerisola, 2009).

v' Oxidacao indireta

No processo de oxidacdo anodica indireta, agentes oxidantes fortes sao electrogerados na
superficie do anodo, destruindo, posteriormente, os poluentes no seio da solucao (Anglada et
al., 2009). Assim, a electrolise indireta evita a formacao de filmes passivantes na superficie
do eléctrodo, evitando a troca direta de eletroes entre produtos organicos e a superficie do
anodo, sendo os poluentes, na eletrolise indireta, oxidados através da mediacao de reagentes
redox gerados eletroquimicamente.

Estes reagentes redox agem como um intermediario, “viajando” entre o elétrodo e os

poluentes organicos, podendo esta reacdo ocorrer na mediacao da superficie do anodo, como
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€ o caso do radical hidroxilo, ou no seio da solucdao, como é o caso do cloro, do ozono e do
perdxido de hidrogénio (Figura 2.10 (b)) (Mohan et al., 2007; Panizza e Cerisola, 2009).

Os principais requisitos para a obtencao de altas eficiéncias no processo de oxidacdo anodica
indireta sdo: o potencial ao qual a espécie intermediaria € produzida nao deve estar perto do
potencial de evolucao do oxigénio, a taxa de geracdo de intermediarios deve ser elevada, a
taxa de reacdo da espécie intermediaria com os poluentes deve ser maior que a taxa de
qualquer reacao concorrente e a adsorcao de poluentes deve ser minimizada (Panizza e
Cerisola, 2009).

@ ] ) -]
g Poluentes g Mediador Poluentes
] A /
s TN

‘g # Oxidacéo no seio

A A da solucao
g s / \
7 /]
7 Poluentes e Oxidante Poluentes
v oxidados ~ oxidados

Superficie Superficie

do anodo do anodo

Figura 2.10 - Esquemas de tratamento eletroquimico de poluentes por oxidacao (a) direta e (b) indireta
(adaptado de Anglada et al., 2009).

Para melhor perceber o modo como a natureza do material de elétrodo influencia fortemente
a eficiéncia e a selectividade do processo, foi proposto um modelo para a oxidacao anddica
de compostos organicos (R), conversao ou combustdo, em competicdo com a reacao de
evolucao de oxigénio (Comninellis, 1994). O modelo permite ilustrar a diferenca entre dois
casos limites: anodos “ativos” e “nao ativos”. No mecanismo geral proposto, a combustao
(oxidacao completa) dos compostos organicos a CO, é alcancada em elétrodos ndo-activos,
elétrodos que nado participam na oxidacdo, como por exemplo, anodos de PbO,, SnO, e BDD,
devido a formacao de radicais hidroxilo. A conversdo, ou oxidacdo selectiva, ocorre em
elétrodos activos, elétrodos que participam na oxidacdo, como por exemplo, o IrO,, devido a
formacao de um &xido superior. A Figura 2.11 ilustra esquematicamente as reacdes em meio
acido. Em ambos os casos, o primeiro passo € a decomposicao da agua com a formacao de

radicais hidroxilo (equacao (2.11)):
MO, + H,0 — MO, ("OH),s + H* + € (2.11)

Os radicais ("OH) podem ficar fracamente adsorvidos na superficie do elétrodo ou, se existir
uma forte interaccao entre o eléctrodo (M) e o radical hidroxilo, este pode interatuar com o
oxigénio presente no anodo, com a possivel transicdo do oxigénio do radical hidroxilo
adsorvido para a rede do material do anodo, formando o chamado dxido superior (equacao
(2.12)):
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MOy (*OH)ags = MOy, + H" + € (2.12)

MOy

H+ + e- CO, + ze™ + zH?

3

R 5 120, + HY + e

MOX(.OH) MOX+1

2
Ht +e
Figura 2.11 - Esquema geral da conversao/combustdo eletroquimica de compostos organicos com
evolucdo de oxigénio simultanea em anodos de 6xidos metalicos (MO,). (1) decomposicdo da agua, com
formacédo de radicais hidroxilo; (2) incorporacdo do oxigénio na estrutura do 6xido; (3) combustao do
composto organico R, por reacdao com o radical hidroxilo; (4) oxidacao (selectiva) parcial do composto
organico, por reacdao com MO,.;; evolucdo do oxigénio por (5) oxidacdo eletroquimica de radicais

hidroxilo ou (6) decomposicao do MO,.; (Comninellis, 1994).

Quando esta presente na solucdo um composto organico R:

e No caso M("OH),gs, a oxidacdo dos compostos organicos € mediada pelos radicais hidroxilo,

ocorrendo predominantemente a oxidacao completa com formacao de CO,.

M (OH)ags + R>M+mCO; +nH,0+H + e (2.13)

e No caso MO,.;, o par redox da superficie MO,.;/MO, participa na oxidacdo parcial

(selectiva) de compostos organicos.

MO,.; + R > MO, + RO (2.14)

Em ambos os casos, a reacdo de evolucao de oxigénio compete com as reacdes anteriores e é

responsavel pelo decréscimo da eficiéncia de corrente do sistema:

M(COH) > M+ M0, +H +¢€ (2.15)

MOy, > MOy + %2 O, (2.16)
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Em suma, a atividade eletroquimica dos radicais "OH (sobrepotencial de evolucdo de oxigénio)
e a sua reatividade quimica (velocidade de oxidacdo do composto organico com os radicais
eletrogerados) estdao fortemente ligadas a forca de interacdo MO-'OH. Como regra geral,
quanto mais fraca for a interacdo, mais baixa € a actividade do anodo em relacao a reacao de
evolucdo de oxigénio (anodos com sobrepotencial mais elevado) e maior a reatividade em
relacdo a oxidacdo dos compostos organicos, sendo favorecida a reacdo de combustdo. Os
oxidos em que o estado de oxidacao do metal € o mais elevado possivel e/ou que contém um
excesso de oxigénio na rede cristalina sao os mais adequados para este fim, como é o caso,
por exemplo, dos anodos de PbO,, de SnO, ou BDD. Por outro lado, a forte interacdo que
existe entre o Oxido metalico e os radicais hidroxilo facilita o processo inicial de
decomposicao da agua, conduzindo assim a um valor de sobrepotencial de evolucao de
oxigénio mais baixo. No entanto, a ligacdo quimica formada entre o radical e os sitios ativos
torna estes intermediarios, MO,.;, menos reativos em relacao ao composto organico. Assim,
numa gama de potenciais proximos do sobrepotencial de evolucdo de oxigénio, a oxidacéo
eletroquimica dos compostos organicos prossegue com uma eficiéncia de corrente
relativamente baixa, e o processo que ocorre preferencialmente € a oxidacdo parcial do

composto organico em vez da sua completa mineralizacdo a CO, e H,0 (Simond et al., 1997).

0 modelo anteriormente descrito considera dois casos limites. No entanto, na pratica, é
provavel que os oxidos, nomeadamente os que possuem uma estrutura do tipo perovesquite,
apresentem um comportamento misto. Mesmo que maioritariamente o estado de oxidacao do
metal seja o mais elevado (anodo nao-ativo), podem existir sitios ndo completamente
oxidados, levando a formacao do intermediario MO,.,. De igual modo, em anodos ativos ndo se
pode excluir a reacdo de evolucao de oxigénio a partir de radicais "OH adsorvidos fisicamente.
Por outro lado, € também provavel que o oxigénio molecular participe na oxidacdo dos

compostos, de acordo com as reacoes abaixo esquematizadas (Brillas et al., 2006):
o formacéo de radicais organicos por um mecanismo de perda de um hidrogénio:
RH +°0OH — R* + H,0 (2.17)
o reacao do radical organico com o 6xigénio formando-se um radical ROO® muito reativo:
R* + 0, — ROO* (2.18)
o posterior formacao de um hidroperdxido organico (ROOH) e outro radical organico:
ROO® +R’H —» ROOH + R® (2.19)

Uma vez que estes hidroperoxidos sao relativamente instaveis, a sua decomposicdo conduz a
quebra molecular e formacao de intermediarios com baixo nimero de carbonos. Esta reacao

de cisao pode continuar até a formacéo de diéxido de carbono e agua.
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No que diz respeito ao processo de oxidacao anodica na degradacao de tetraciclinas, varios
estudos tém sido efetuados nos Ultimos anos (Rossi et al., 2009; Zhang et al., 2009; Miyata et
al., 2011).

Esta tecnologia tem sido amplamente aplicada para remover tetraciclinas sob diferentes
condicBes experimentais. Mais de 90% da degradacao de tetraciclina foi atingida por Zhang et
al. (2009), utilizando Ti/RuQ,-IrO, como anodo, depois de 60 min de eletrolise, a valores de
pH de 3,9 e utilizando de 0,1 mol/L de Na,504 como eletrdlito.

Por comparacdo, a oxidacdo eletroquimica promove a degradacdo de tetraciclinas
(clorotetraciclina, oxitetraciclina, tetraciclina e doxiciclina) a partir de 100 mg/L a 0,6 mg/L
em solucdo aquosa (remocao de 99%) a 1,5 A de intensidade de corrente, depois de 6 h de
tempo de electrélise e utilizando Ti/IrO, como anodo (Miyata et al., 2011). O mesmo processo
eletroquimico aplicado por Miyata et al. (2011) favoreceu a reducado de oxitetraciclina, em
efluentes de criacdo de gado a 100-0,7 mg/L, ap6és 6 h de tratamento. Estudos
microbiologicos com Staphylococcus aureus demonstraram que a oxitetraciclina tera perdido
a atividade antibacteriana apés 120 min de eletrélise a 50 mA/cm? (Rossi et al., 2009). De
acordo com Homem e Santos (2011), os processos eletroquimicos parecem ser adequados para
o tratamento de efluentes industriais contendo altas concentracdes de antibioticos. Apesar
desta alta eficiéncia de degradacdo de antibioticos tetraciclinicos usando a tecnologia
eletroquimica, a aplicabilidade deste processo para larga escala continua limitada. O alto
custo operacional devido ao elevado consumo de energia ainda é o principal problema que
limita a aplicacao do processo eletroquimico (Anglada et al., 2009; Brinzila et al., 2012).

No entanto, na maioria dos estudos referidos anteriormente ndo foram atingidos niveis
significativos de mineralizacdo com a utilizacdo de anodos ativos. Na ultima década, o
eléctrodo de BDD, um anodo nao-ativo, esta sendo amplamente utilizado. Este material de
elétrodo apresenta muitas vantagens, ou seja, boa estabilidade quimica e eletroquimica, vida
atil prolongada e um potencial elevado para a decomposicao da agua, sendo conhecido pela
sua capacidade de promover a completa mineralizacdo de uma vasta gama de poluentes
organicos (Morao et al., 2004; Pannizza e Cerisola, 2005; Pacheco et al., 2007; Ciriaco et al.,
2009; Pannizza e Cerisola, 2009; Sirés e Brillas, 2012), devido aos radicais hidroxilo formados
a partir de agua sobre a superficie do elétrodo (equacao (2.20)), que sdo a principal espécie

responsavel pela oxidacao dos poluentes.

BDD +H,0 = BDD(HO*)+H" +e~  (2.20)

Na verdade, esses radicais hidroxilo sdo a espécie mais oxidante depois do fllor e sdo capazes
de promover a mineralizacdo de diferentes classes de compostos organicos. No entanto, sabe-
se que outras espécies oxidantes fortes podem ser eletrogeradas na superficie do BDD, tais
como os peroxoderivados provenientes da oxidacdo do anido do eletrolito suporte. Por
exemplo, o peroxodissulfato (S;0s>), que resulta da oxidacao de sulfato (Pannizza e Cerisola,
2009; Sirés e Brillas, 2012).
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2.6 - Formas de detecdo de compostos farmacéuticos

Segundo Dbska et al. (2004), os métodos analiticos mais modernos permitem a determinacao
de substancias complexas a niveis de concentracao muito baixos (na ordem dos ppb e ppt).
Contudo, continuam a ser desenvolvidas novas técnicas para melhorar os processos ja
existentes, bem como se tem procurado desenvolver novos métodos, de maneira a que seja

possivel a obtencao de melhor informacao acerca da poluicao da agua.
2.6.1 - Cromatografia liquida de alta-eficiéncia

A determinacdo dos compostos farmacéuticos e dos seus metabolitos no ambiente requerem
técnicas de analise bastante sensiveis e selectivas. Atualmente, técnicas cromatograficas, tal
como a cromatografia liquida de alta-eficiéncia que tem sido amplamente utilizada na
deteccao deste tipo de compostos numa variedade de amostras. A Tabela 2.3 apresenta o uso
da técnica de HPLC na analise de compostos da familia das tetraciclinas de uma ampla

variedade de amostras.

Tabela 2.3 - Uso da técnica de HPLC na analise de diferentes amostras contendo antibioticos

tetraciclinicos.

Antibiético Técnica Amostra Referéncia

Oxitetraciclina HPLC-UV/Vis Efluentes de ETAR’s Bautitz e Nogueira
(2007)

Oxitetraciclina HPLC-UV/PDA Solos agricolas Brambilla et al. (2007)

4-epiclortetraciclina

Oxitetraciclina HPLC-UV Leite Fritz e Zuo (2007)
Tetraciclina
4-epiclortetraciclina

Tetraciclina HPLC-UV Aguas residuais, Lopez-Penalver et al.
Clortetraciclina subterraneas e (2010)

Oxitetraciclina superficiais

Oxitetraciclina HPLC-UV Efluentes provenientes  Miyata et al. (2011)
Tetraciclina da criacao de gado

Doxiciclina

Clortetraciclina

Tetraciclina HPLC-UV Aguas residuais, Gomez-Pacheco et al.
Clortetraciclina subterraneas e (2012)

Oxitetraciclina superficiais

Recentemente, tém sido aplicadas novas estratégias de HPLC que podem ser acopladas a
outras técnicas para a realizacdo de analises a antibioticos tetraciclinicos. Num estudo

efetuado em Portugal, Pena et al. (2010) estudaram a determinacao de tetraciclinas com
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base num sistema simples, de baixo custo sensivel, que consiste no acoplamento de um
sistema de HPLC a um foto-reator ligado a uma pos-coluna derivatizada de foto-fragmentos
com ides magnésio. As amostras analisadas eram provenientes efluentes hospitalares e
influentes e efluentes de ETAR’s de Coimbra. A partir dos resultados obtidos, verificou-se a
presenca clara de minociclina, clortetraciclina e epitetraciclina Os niveis encontrados
variaram entre 6 a 531,7 ug L em efluentes hospitalares, enquanto que a sua concentracdo
nas ETAR’s variou entre 95,8 a 915,3 mg L. Estes resultados mostram que os efluentes
hospitalares tém uma importante contribuicdo de TC em ETAR’s. Além disso, foram obtidos
dados sobre a eficiéncia de remocéo, que variou entre 89,5% e 100%.

Zhang et al. (2009) utilizaram um sistema de HPLC-PDA equipado com uma coluna C-18 ap6s o
tratramento eletroquimico para avaliar a concentracéo residual de tetraciclina. Foi utilizada
uma fase movel de solucdo aquosa di-hidrogenofosfato de potassio (20 mmol L™):acetonitrilo,
65:35 (v/v) como eluente. Observou-se que a intensidade do pico da tetraciclina diminui
como a progressao do processo eletroquimico. Foi detetado um novo pico com tempo de
retencao mais curto que o da tetraciclina, que indica que o produto de degradacao tem maior
polaridade do que a tetraciclina.

Carvalho et al. (2013) usaram um sistema de HPLC-PDA para a detecao de tetraciclinas com o
fim de estudar a capacidade das wet-lands para remover compostos farmacéuticos
veterinarios, de aguas residuais. Foram observadas eficiéncias de remocao de 94% ao fim de
12 semanas.

No que diz respeito ao trabalho laboratorial descrito nesta dissertacao é usada a técnica de
HPLC de fase reversa (HPLC-RP) para a analise do antibiotico oxitetraciclina, pelo que, em
seguida, se descreve esta técnica com maior detalhe.

As separacoes em cromatografia de fase reversa baseiam-se em interacoes hidrofobicas entre
solutos nao polares e grupos funcionais nao polares ligados, normalmente, a um suporte de
silica (fase estacionaria). A diminuicdo da polaridade da fase modvel por adicdo de um
solvente organico vai reduzir a interacao hidrofdbica entre o soluto e a fase estacionaria,
resultando na dessorcao do soluto.

As colunas analiticas tipicamente usadas na separacao de tetraciclinas sao as de fase reversa
C18 ou (8, sendo mais comuns as de empacotamentos esféricos e irregulares, geralmente
com end-capping. As colunas de fase reversa com end-capping sao utilizadas
preferencialmente pela sua habilidade intrinseca de reduzir interacées de silanodis residuais.
As tetraciclinas, devida a suas duplas ligacdes e substituintes como o oxigénio e o azoto,
reagem com silandis e metais presentes no material de empacotamento de silica e podem
produzir picos com cauda (Anderson, 2005).

A coluna utilizada neste trabalho foi uma coluna Purospher® STAR RP-18 encapped que é
adequada para separacdao de compostos acidos, basicos e quelantes com sensibilidade de
detecao elevada. A alta estabilidade do pH até 10,5 permite a separacao de compostos
bastante basicos com eluentes alcalinos. Por outro lado, esta fase estacionaria permite a

utilizacdo de fases moveis 100% aquosas. Possui uma alta pureza de 99,9999% e, segundo o
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fabricante, a sua superficie assegura picos simétricos de acidos, bases e ainda para compostos
quelantes’.

O detetor usado foi um detetor constituido por fotodiodos (PDA), que deteta
simultaneamente todos os comprimentos de onda num determinado intervalo do UV-Vis.
Detetores UV-Vis mostram o resultado obtido em duas dimensdes (intensidade da luz e
tempo), acrescentando o PDA uma terceira dimensao (comprimento de onda). Isto é

indispensavel para determinar o comprimento de onda mais adequado sem repetir a analise?.

30



Estudo da degradacao eletroquimica da oxitetraciclina

Capitulo 3 - Materiais e métodos

Neste capitulo é feita uma descricado sumaria das caracteristicas do antibidtico oxitetraciclina
e sao referidos todos os reagentes e equipamentos utilizados para a realizacao deste trabalho
experimental.

Ainda neste capitulo, é apresentada uma descricao dos ensaios eletroquimicos, bem como da
célula eletrolitica e da montagem utilizada para os ensaios de eletrodegradacdao da
oxitetraciclina, descrevendo as condicdes experimentais estudadas.

Por ultimo, é apresentada uma descricdo dos métodos usados para a monitorizacdo dos
ensaios de eletrodegradacdo. Nos ensaios realizados por oxidacdo anddica foram recolhidas
amostras as quais foram efetuadas analises de Caréncia Quimica de Oxigénio (CQO), Carbono
Organico Total (COT), Espectroscopia de Absorcdo no Ultravioleta-Visivel (UV-Vis) e de

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (High Performance Liquid Chromatography - HPLC).
3.1 - Reagentes

Na Tabela 3.1 encontram-se descritas as caracteristicas do antibiotico utilizado para a

realizacao dos ensaios de eletrodegradacao, a oxitetraciclina.

Tabela 3.1 - Caracteristicas do antibiotico oxitetracicilina.

Designacao oTC
Nome Oxitetraciclina
Formula molecular Cy;H74N,04.2H,0
Massa molar/ g.mol' 496,47

Estrutura molecular

Pureza > 99%
Estado fisico Solido
Coloracao Amarelo palido
Odor Inodoro
Marca Sigma-Aldrich
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Na Tabela 3.2, apresentam-se as caracteristicas do eletrolito utilizado, o sulfato de sodio.

Tabela 3.2 - Caracteristicas do eletrolito sulfato de sodio.

Reagente Férmula quimica Grau de Massa Marca
pureza ! % / g.mol’!
Sulfato de sodio
anidro Na,S0,4 99 142.04 Merck

Na Tabela 3.3, encontram-se listados os reagentes usados para a realizacdo dos varios

métodos de analise, bem como o seu grau de pureza e marca.

Tabela 3.3 - Reagentes utilizados nos varios métodos de analise.

Reagentes

Marca

CcQo K,Cr,0; (pureza: 99%)

H,SO4 (pureza: 95-97%)

Ag,S0, (pureza. 98,5%)

HgS0, (pureza: 99%)

FeH20N201452 (pUreZa; 99%)

CoT CgHsKO,4 (pureza: 99,5%)

HPLC CHsCN (pureza. 99%)

Solucao de acido oxalico (concentracdo: 0,01M)

Solucao de acido fosforico (concentracdo: 85-90%)

CH30H (pureza: 99,8%)

Panreac

Sigma-Aldrich

Carlo Erba

Fluka

Panreac

Sigma-Aldrich

Merck

Fluka

Fluka

Fluka

3.2 - Equipamento

Para as determinacdes de CQO utilizou-se acido sulfurico/sulfato de prata, que foi medido

com um doseador de acido Socorex calibrex 520 (Figura 3.1 (a)).

As amostras foram

homogeneizadas num vortex VWR VV3 (Figura 3.1 (b)). O digestor usado neste teste era da

Merck Spectroquant TR 420 (Figura 3. (c)) e a titulacao foi efetuada com um titulador

automatico Metrohm 876 Dosimat Plus (Figura 3.1 (d)).
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Figura 3.1 - Material utilizado na realizacao do teste de CQO: (a) Socorex calibrex 520, (b) VWR VV3, (c)
Merck Spectroquant TR 420, (d) Metrohm 876 Dosimat Plus.

Os teores de COT foram determinados recorrendo-se a um analisador TOC da Shimatzu,

modelo TOC-V CPH, acoplado a um amostrador automatico, modelo ASI-V. (Figura 3.2).

Figura 3.2: Analisador TOC da Shimatzu, modelo TOC-V CPH.

Para tracar espectros, utilizou-se o espectrofotometro UV-Visivel de feixe duplo da Shimadzu,
modelo UV-1800 (Figura 3.3).

Figura 3.3 - Espectrofotometro Shimadzu, modelo UV-1800.

A identificacdo e quantificacdo da OTC e do acido oxamico foram realizados num sistema de

HPLC Shimadzu 20A Prominence, com um detetor de fotodiodos SPD-M20A, utilizando uma
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coluna de fase reversa Purospher® STAR RP-18, endcapped (5 um), LiChroCART® 250-4
HX944315, e uma pré-coluna com o mesmo enchimento, LiChroCART® 4-4 HX121024.

Figura 3.4 - Sistema HPLC Shimadzu 20A Prominence HPLC SPD-M20A.

3.3 - Ensaios de eletrodegradacao da oxitetraciclina

Os ensaios de degradacéo eletroquimica da oxitetraciclina foram realizados num sistema que
opera em modo “batch” com agitacao (100 rpm), utilizando-se uma placa de agitacao E 649 e
um agitador com 2,5 cm de comprimento e 0,5 cm de diametro. A montagem utilizada para a
realizacao destes ensaios encontra-se esquematizada na Figura 3.5, sendo composta por uma
fonte de alimentacdo GW-lab DC, modelo GPS-3030D, e por uma célula eletroquimica que
contém um eléctrodo de BDD como anodo, com uma area de 10 cm?, e como catodo uma
placa de aco inoxidavel, com a mesma area, estando os elétrodos distanciados entre si de 1

cm.

Figura 3.5 - Montagem experimental dos ensaios de eletrodegradacao da oxitetraciclina.
Legenda: 1 - Fonte de alimentacao; 2 - Elétrodo de aco inoxidavel; 3 - Elétrodo de BDD; 4 - Agitador

magnético; 5 - Placa de agitacao.
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Os ensaios de oxidacdao anddica foram realizados usando solucoes de OTC de 100 ppm,
utilizando Na,SO4 (5 g/L) como eletrdlito suporte, sendo este adicionado a solucao de OTC no
inicio de cada ensaio. No decorrer do trabalho laboratorial, foi estudado o efeito da variacdo
da intensidade de corrente na degradacéo da oxitetraciclina por oxidacdo anddica. Os ensaios
foram realizados com intensidades de corrente que variaram entre os 0,025 a 0,1A, sendo o
volume de solucao de oxitetraciclina tratada de 200 mL.

Os ensaios de eletrodegradacao foram repetidos varias vezes, pois: i) era necessario um
volume de amostra elevado para efetuar analises de CQO, COT e HPLC e espectros de
absorcao; ii) uma recolha exagerada de amostra ao longo de um ensaio iria afetar os
resultados experimentais, uma vez que se estaria a variar a carga elétrica especifica que se
estava a fornecer a solucao; iii) para se obterem dados para calcular as médias e os desvios
padrao em relacdo aos resultados de CQO e de COT. Para além disso, convinha estender o
estudo da variacao da CQO e do COT no tempo, para garantir que por oxidacao anddica é
possivel degradar completamente o poluente em estudo. Assim, os ensaios experimentais em
que se pretendia estudar o andamento de CQO e de COT e efetuar a analise de
espectrofotometria de absorcao UV-Vis tiveram a duracao de 6 h, tendo as amostras sido
recolhidas a cada hora. Para analise de HPLC, os ensaios tiveram a duracao de 2 h, tendo as
amostras sido recolhidas a espacos menores. Para estas amostras, foram efetuadas
determinacdes de espectrofotometria de absorcao UV-Vis. A Tabela 3.4 apresenta um resumo

do esquema de duracao dos ensaios e do tempo de recolha das amostras.

Tabela 3.4 - Duracao do ensaio e tempo de recolha de amostras para cada técnica analitica.

Duracdo do Tempos de amostragem Técnica analitica
ensaio
6 h 1h cQo
6h 1h coT
6h 30 min Espectrofotometria de
2 h 5,10,15,30,60 e 120 min absorcao UV-Vis
2h 5,10,15,30,60 e 120 min HPLC

E importante referir que, entre a realizacdo dos ensaios foi feita uma limpeza do eléctrodo
com uma solucao de Na,SO,4 (5 g/L), durante 30 minutos, a uma intensidade de corrente de
300 mA.
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3.4.- Métodos de analise

Os métodos de analise utilizados para avaliar a eficacia da eletrodegradacao do antibidtico
foram: determinacées de CQO e de COT, medidas espectrofotométricas na zona do UV-visivel
e HPLC.

3.4.1 - Determinacao da Caréncia Quimica de Oxigénio

O parametro usado para quantificar a matéria organica presente nas amostras foi a CQO,
expressa em quantidade de oxigénio equivalente necessario para oxidar completamente a
matéria organica contida na solucdo, que seja susceptivel de ser oxidada por um oxidante
forte. Neste trabalho utilizou-se o meétodo titrimétrico com refluxo fechado, tendo-se
utilizado uma adaptacao do procedimento descrito no Standard Methods (Eaton et al., 2005).
0 método utilizado para a determinacdo de CQO envolveu uma oxidacdo da amostra em
refluxo fechado, por um excesso conhecido de dicromato de potassio, em acido sulflrico e na
presenca de um catalisador (sulfato de prata), a temperatura de 148°C (temperatura de
refluxo do acido), durante duas horas. Nestas condicoes, a matéria organica susceptivel de
oxidacao foi oxidada a CO2 e H20, com a reducao de uma quantidade equivalente de

dicromato hexavalente (cor amarela) a cromio trivalente (cor verde):

Cr,0,% (em excesso) + 14 H" + 6 e <> 2 Cr** + 7 H,0 (3.1)

(amarelo) (verde)

Depois da oxidacao, o dicromato em excesso foi quantificado por titulacao, utilizando-se o
sulfato ferroso amoniacal (SFA) como titulante, na presenca de um indicador redox, a

ferroina:
Cr0/7 +14H + 6 Fe? <> 2 Cr** + 6 Fe** + 7H,0 (3.2)

A cor vermelha acastanhada do ponto de equivaléncia é devido a formacao de um complexo
do iao ferroso com a fenantrolina, que tem lugar quando o dicromato é reduzido a Cr (lll) e,

portanto, um excesso de sulfato ferroso amoniacal resulta num excesso de Fe (ll):

Fe(CiHgN,)3*" + 1 e > Fe(CiHgN;)2* (3.3)

(Azul palido) (Vermelho acastanhado)

Para avaliar o rigor do método, foram analisados padroes de CQO preparados com
hidrogenoftalato de potassio, usado como matéria organica oxidavel, escolhido como padrao
devido a sua estabilidade em solucao e a sua completa oxidacao nas condicoes da analise.

O procedimento experimental detalhado encontra-se descrito no anexo |I.
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3.4.2 - Determinacao do Carbono Organico Total

O método utilizado no presente trabalho para a determinacdo de COT foi baseado no
procedimento descrito no Standard Methods (Eaton et al., 2005).

A analise de COT da-nos uma medida da quantidade de carbono organico total existente na
solucao, independentemente do seu estado de oxidacao.

No presente estudo, a determinacdo deste parametro nas amostras recolhidas ao longo do
ensaio permite avaliar a mineralizacao, isto é, a oxidacdao completa da matéria organica que
leva a formacéao de CO,, H,0 e ides inorganicos.

A amostra € injetada num ambiente de oxidacdo quimica, no interior de uma camara de
combustao contendo um catalisador de particulas de Pt adsorvidos em Al,0s, a 680 °C, onde a
matéria organica é oxidada a CO, e H,0. O CO, produzido é quantificado num analisador de
infravermelho nao dispersivo. Trata-se de um método rapido e de elevada sensibilidade.

No presente trabalho, as retas de calibracao utilizadas para a determinacao da concentracao
do COT foram efetuadas a partir de solucdes padrao de hidrogenoftalato de potassio.

Para as determinacoes de COT, as amostras foram diluidas numa proporcao de 2:3.

3.4.3 - Analise espectrofotométrica na zona UV-Visivel

Neste trabalho, foram tracados espectros na zona de UV-Visivel, assim quando a radiacdo
incide sobre a substancia, uma parte é absorvida seletivamente pela substancia conforme a
sua estrutura molecular e atémica. Todas as substancias possuem niveis de energia que sao
uma caracteristica especifica das moléculas que a constituem. Quando a radiacdo
correspondente a energia igual a diferenca entre a energia do estado fundamental e a energia
do estado excitado incide sobre uma substancia, os eletrées no estado fundamental sao
transferidos para o estado excitado e a parte da energia da radiacao correspondente aquele
comprimento de onda € absorvida. A absorcao de radiacao eletromagnética na regiao do UV-
Visivel por parte de compostos organicos tem por base, sobretudo, transicoes eletronicas
T,

Na monitorizacao dos ensaios de eletrodegradacao por espectrofotometria de absorcao UV-
visivel, os espectros foram tracados num intervalo de varrimento entre 200 a 500 nm e foram
utilizadas células de quartzo (semi-micro) com percurso optico de 1,00 cm. As solucoes

analisadas foram diluidas numa proporcao de 1:2.

3.4.4 - Analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia

A técnica de HPLC é um método de separacao e identificacao largamente usada na quimica
analitica. A avaliacdo quantitativa da degradacao do antibidtico oxitetraciclina e dos seus
metabolitos foi realizada por HPLC.

Para a determinacdo da oxitetraciclina foi usada como fase movel uma mistura de uma

solucdo de acido oxalico (0,01 M):acetonitrilo, 70:30 (v/v), usando eluicdo isocratica. Foi
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utilizado um fluxo de 1,0 mL min™ e 30°C. Nestas condicées, o tempo de retencéo observado
foi de 2,8 min.

Para a determinacao do metabolito formado, o acido oxamico, foi usada como fase movel
uma mistura de uma solucao tampao fosfato pH=3 (10 mM):metanol, 90:10 (v/v)), usando
eluicdo isocratica. Foi utilizado um fluxo de 0,5 mL min™ e 30°C. O tempo de retencédo
observado foi de 4,5 min.

O volume de injecao foi de 20 pL e as amostras, tal como os eluentes, foram previamente
filtradas, usando filtros para seringa de polipropileno 0,45 pm da VWR para as amostras e
filtros hidrophilic polypropylene (PALL) para os eluentes. O detetor usado foi de fotodiodos,
operando aos comprimentos de onda de 354 nm para a oxitetraciclina e 210 nm para o acido
oxamico.

A identificacao da oxitetraciclina e do acido oxamico foi feita pelos picos correspondentes ao
tempo de retencao dos compostos e comparacao da area/altura dos picos obtidos em cada
ensaio com a area/altura dos picos das solucdes padrao. E através destas solucdes padrao que
sao tracadas curvas de calibracdo para cada um dos compostos a identificar e, & através
destas que é possivel identificar a concentracao destes compostos presentes nas amostras dos
ensaios de eletrodegradacao da OTC realizados. As equacdes das curvas de calibracao para a

oxitetraciclina e para acido oxamico apresentam-se a seguir:

Oxitetraciclina: y = 2,697E+06ln(x) - 4,900E+06  R? = 9,955E-01

Acido oxamico: y = 38371x + 4278,3 Rz =0,9985
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Capitulo 4 - Resultados e discussao

Neste trabalho foi realizado o estudo da eletrodegradacao do antibiotico oxitetraciclina a
diferentes intensidades de corrente aplicada, apresentando-se, neste capitulo, os resultados
obtidos.

O estudo da eficiéncia da degradacdo do antibidtico foi comprovado através de testes de
CQO, de COT, de espectrofotometria de absorcdo de UV-Visivel e de HPLC.

4.1 - Estudo do efeito da densidade de corrente

As intensidades de corrente aplicadas nos ensaios de oxidacdo anddica foram de 25, 50, 75 e
100 mA, que correspondem a densidades de corrente compreendidas entre 2,5 e 10 mA cm™.

Os resultados obtidos para a variacao de CQO e de COT, bem como os espectros de absorcao
UV-Vis e HPLC, ao longo dos ensaios de degradacdo eletroquimica da oxitetraciclina

realizados a diferentes intensidades de corrente aplicada sao apresentados a seguir.

4.1.1 - Estudo da degradacao da oxitetraciclina

Nos graficos da variacdo da absorvéncia ao longo do tempo (Figura 4.1) pode observar-se uma
diminuicdo gradual da intensidade de absorcao das bandas caracteristicas da OTC, sem o
aparecimento de novas bandas até as 4,5 h de ensaio. Contudo, para a intensidade de
corrente de 25 mA observa-se, a partir das 4,5 h, o aparecimento de uma nova banda com um
maximo de absorcao aos 370 nm e um “ombro” aos 400 nm. Também para o ensaio efetuado
a 50 mA se observa o mesmo “ombro” aos 400 nm, sem, no entanto, se verificar o
aparecimento da banda aos 370 nm. Para as intensidades de corrente superiores apenas se
observa a formacao de um ligeiro “ombro” aos 400 nm, mas para tempos de reacao inferiores.
Estas observacoes devem estar relacionadas com a formacado de intermediario(s), cuja
velocidade de degradacao ¢ acelerada pela aplicacao de intensidades de corrente superiores
e que, portanto, se tornam menos percetiveis nos ensaios realizados a 75 e a 100 mA.
Também para a zona de comprimentos de onda inferiores a 270 nm se observam alteracoes
apos as 4,5 h de ensaios para o ensaio realizado a 25 mA.

Para melhor compreensdao da influéncia da densidade de corrente no decaimento da
absorvéncia, foram tracadas as variacdes da absorvéncia relativa (Abs/Absy) com o tempo
para os comprimentos de onda dos maximos das bandas caracteristicas da OTC, 276 e 355 nm,
para os ensaios realizados as varias intensidades de corrente (Figura 4.2). E evidente a
alteracao do andamento dessas curvas para tempos superiores a 4,5 h nos ensaios realizados a
25 e 50 mA. Contudo, esta alteracdo deixa de ser percetivel para as intensidades de 75 e de
100 mA, sendo a degradacao desse(s) intermediario(s) acelerada pela maior intensidade de

corrente.
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Figura 4.1 - Espectros UV-Visivel para as amostras recolhidas durante as 6 h do estudo da

eletrodegradacao da oxitetraciclina para as diferentes intensidades de corrente aplicadas.
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Figura 4.2 - Evolucado da absorvéncia relativa (Abs/Abs,) com o tempo das bandas caracteristicas da OTC

para as intensidades de corrente de 25, 50, 75 e 100 mA.
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Um outro facto que se pode observar na Figura 4.2 é que o decaimento a 355 nm é sempre
superior ao verificado a 276 nm, em particular para 100 mA, onde ha um maior afastamento
nas curvas de decaimento da absorvéncia aos dois comprimentos de onda. De acordo com a
literatura (Wang et al., 2011) nas tetraciclinas, a banda a 276 nm esta associada a estrutura
aromatica do anel A (Figura 2.6), enquanto que a banda a 355 nm esta relacionada com a
estrutura composta pelos outros 3 anéis B, C e D. Deste modo, a diferenca de comportamento
observada aos dois comprimentos de onda devera estar relacionada com uma degradacao
mais rapida da estrutura formada pelos 3 anéis ou devido a formacdo de produtos de
degradacao que absorvem na regiao dos 276 nm, contribuindo assim para um decaimento mais
lento da absorvéncia a este comprimento de onda.

As variacoes de CQO e de COT ao longo dos ensaios realizados estao representadas na Figura
4.3. Verificam-se decaimentos regulares na variacdo destes dois parametros com o tempo,
mostrando que a oxidacao da OTC, tal como a sua mineralizacao, sdo possiveis nas condicoes
experimentais testadas. Verifica-se ainda uma boa reprodutibilidade dos dados obtidos ao
longo de diferentes ensaios, porque na maior parte dos casos os desvios sao pequenos, em

particular para as determinacdes de COT.
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Figura 4.3 - Evolucdo da CQO, COT e da absorvéncia relativa (Abs/Absy) com o tempo das bandas
caracteristicas da OTC para as densidades de corrente de 25, 50, 75 e 100 mA.

Quando se comparam os resultados obtidos para as amostras recolhidas ao longo do tempo,
para os ensaios realizados as varias densidades de corrente estudadas (Tabela 4.1 e Figura

4.4) verifica-se que:
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As remocoes de absorvéncia a 355 nm sdo praticamente constantes, enquanto que a
276 nm ha uma grande variacao entre os valores observados para 25 e para 50 mA,
mantendo-se o valor aproximadamente constante para as intensidades de corrente

superiores.

A variacdo da CQO no ensaio realizado a 25 mA apresenta um patamar entre as 3 e as
5 h, provavelmente devido a formacao de intermediarios mais resistentes a oxidacao,
ou mesmo produtos da oxidacdo da OTC que polimerizam a superficie do elétrodo,
desativando-a. Esta observacdo é parcialmente corroborada com um ligeiro patamar

também observado no decaimento do COT.

A remocao do COT aumenta com a intensidade de corrente, nao se verificando igual
tendéncia para o decaimento da CQO. Isto significa, em geral, que o indice de
mineralizacdo da OTC varia com a intensidade de corrente. Esta situacao pode ser
provocada pela formacdo de diferentes metabolitos para as varias intensidades de

corrente aplicadas, que resistem de modo diverso a posterior degradacao.

Tabela 4.1. - Remocdes de CQO, de COT e de absorvéncia a 276 e 355 nm ao fim de 6 h de ensaio para a

eletrodegradacao da OTC.
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Intensidade de corrente aplicada / mA

Parametro
25 50 75 100
Abs (276 nm) 59 74 72 70
Remocao /' % Aps (355 nm) 78 79 78 80
CQo 31 55 73 63
cot 35 56 55 63
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Figura 4.4 - Evolucao temporal das razoes (Abs/Absy) a 276 (a) e a 355 nm (b), de CQO/CQQO, (c) e de
COT/COT, (d) para as amostras recolhidas ao longo do tempo, nos ensaios realizados as varias

densidades de corrente estudadas.

4.1.2 - Estudo da degradacao da oxitetraciclina por analise de HPLC.

Nas Figuras 4.5 a 4.8 apresentam-se os cromatogramas referentes aos ensaios de degradacao
da OTC as diferentes intensidades de corrente testadas. Existe um decréscimo na intensidade
do pico relativo aquele antibiotico (tempo de retencao 2,8 min), que € tanto mais notorio
quanto maior € a intensidade de corrente aplicada, como se pode ver na Figura 4.9, onde se

encontram os dados referentes a variacdo relativa da concentracdao de OTC determinada a

partir dos cromatogramas.
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Figura 4.5 - Cromatogramas obtidos para a OTC durante a realizacao do ensaio de eletrodegradacao da
OTC a 25 mA.

4

UAx 10

o
-
>
<

2

30
T, 25 N
®Mpo g 0,0
fefencéo / 2,0
Min

Figura 4.6 - Cromatogramas obtidos para a OTC durante a realizacao do ensaio de eletrodegradacao da
OTC a 50 mA.
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Figura 4.7 - Cromatogramas obtidos para a OTC durante
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Figura 4.8 - Cromatogramas obtidos para a OTC durante a realizacao do ensaio de eletrodegradacao da
OTC a 100 mA.

Estas remocoes de OTC sdao muito superiores as observadas para as remocdes de CQO ou de
COT ao fim de 2 h de ensaio, significando que a estrutura da OTC é destruida com relativa
facilidade por oxidacdo anddica com um elétrodo de BDD, sendo a posterior oxidacdo dos

metabolitos mais lenta, embora com um grau de mineralizacao elevado, pois as diferencas
entre as remocoes de CQO e de COT sao menos significativas.

Com base nas concentracées de OTC determinadas por HPLC ao longo dos ensaios, foram

ajustadas curvas exponenciais aos dados experimentais (Figura 4.10), representativas de um
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mecanismo de pseudo primeira ordem, com as constantes cinéticas obtidas indicadas na

Tabela 4.2.
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Figura 4.9 - Concentracoes de OTC em funcdo do tempo obtidas pela realizacdo do ensaio de

eletrodegradacao da OTC as varias intensidades de corrente.
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Figura 4.10 - Cinéticas de 1%ordem dos ensaios de eletrodegradacao da OTC as varias intensidades de

corrente estudadas.
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Tabela 4.2 - Constante cinética para as reacoes de degradacao da OTC as diferentes intensidades de
corrente aplicadas.

Intensidade de corrente aplicada / mA

25 50 75 100

Kops / 1075 11,5 9,6 10,0 13,0

4.1.3 - ldentificacao do metabolito acido oxamico por analise de HPLC

Com vista a identificar os metabolitos da degradacao da OTC formados durante os ensaios de
oxidacao anodica, e tendo em vista os resultados obtidos por Brinzila et al. (2012) na
degradacdo da tetraciclina, em que havia evidéncias de um composto organico contendo
azoto, num estado de oxidacdo potencialmente elevado, foi decidido pesquisar a existéncia
de acido oxamico nos produtos de degradacao da OTC. Os resultados obtidos mostraram que,
efetivamente, este composto é formado durante a oxidacdo anddica da OTC. Nas Figuras 4.11
a 4.14 encontram-se os cromatogramas onde se evidencia a existéncia de acido oxamico ao

longo dos ensaios de degradacao.

a)

30

Ten) 2
'Po gg rerenca.o ;

Min

Figura 4.11 - Cromatogramas do metabolito acido oxamico obtidos pela realizacdo do ensaio de
eletrodegradacao da OTC a 25 mA.
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Figura 4.12 - Cromatogramas do metabolito acido oxamico obtidos pela realizacdo do ensaio de
eletrodegradacao da OTC a 50 mA.
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Figura 4.13 - Cromatogramas do

metabolito acido oxamico obtidos pela realizacdo do ensaio de
eletrodegradacao da OTC a 75 mA.
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Figura 4.14 - Cromatogramas do metabolito acido oxamico obtidos pela realizacdo do ensaio de
eletrodegradacao da OTC a 100 mA.
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Para além do pico relativo ao acido oxamico (tempo de retencao 4,5 min), foram detetados
novos picos a um tempo de retencao menor, indicando que existem ainda outros metabolitos
a serem formados e que sao mais polares do que o composto de origem. Num tempo de
retencao superior, também sdo detetados novos picos, mas que diminuem ao longo do tempo.
Isto pode provar a presenca de produtos intermédios que também podem ser degradados na
superficie do BDD.

A variacao da concentracdo de acido oxamico ao longo dos ensaios de degradacao da OTC,
realizados a diferentes intensidades de corrente, esta representada na Figura 4.15. Observa-
se que a concentracdo de acido oxamico aumenta ao longo do tempo, sendo esse aumento

maior para as intensidades de corrente aplicadas superiores.
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Figura 4.15 - Concentracdo do metabolito acido oxamico em funcdo do tempo obtida durante a

realizacdo dos ensaios de eletrodegradacao da OTC as varias intensidades de corrente.
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Capitulo 5 - Conclusdes e perspetivas
futuras

Neste trabalho estudou-se a degradacdo da oxitetraciclina por oxidacdo anddica, usando

como anodo um elétrodo de BDD, tendo os ensaios sido efetuados num sistema que opera em

modo “batch” com agitacao.

No decorrer do trabalho laboratorial, foi estudado o efeito da variacao da intensidade de

corrente na velocidade de degradacao eletroquimica da oxitetraciclina. Os ensaios foram

realizados com intensidades de corrente que variaram entre os 25 mA e os 100 mA. Nas

amostras recolhidas ao longo dos ensaios foram efetuadas analises de CQO, de COT, de

espectrofotometria de absorcdo do UV-Visivel e de HPLC.

Do estudo da degradacédo eletroquimica da oxitetraciclina com o elétrodo de BDD, usando

sulfato de sddio como eletrolito, destacam-se as seguintes conclusoes:

v

v

v

Nos ensaios de eletrodegradacao da OTC verificam-se decaimentos regulares na variacao
da CQO e COT ao longo do tempo nos ensaios de eletrodegradacao, mostrando que a
oxidacdo da OTC, tal como a sua mineralizacdo, sao possiveis nas condicoes

experimentais testadas.

A remocao de COT aumenta para com a intensidade de corrente, nao se verificando
semelhante comportamento para o decaimento da CQO, o que significa que o indice de
mineralizacao da OTC varia com a intensidade de corrente. Este facto pode ser devido a
formacao de diferentes metabolitos, que resistem de modos diferentes a posterior

degradacao.

Na analise das amostras recolhidas ao longo do tempo de ensaio verificou-se que o
decaimento da concentracao de OTC, determinada por HPLC, era muito superior aos
decaimentos de CQO ou COT observados. Esta observacao corrobora a afirmacao de que

ha formacao de intermediarios no processo de oxidacdo anddica da OTC.

Ainda por HPLC, foi possivel identificar um dos produtos da degradacao da OTC como
sendo o acido oxamico. Verificou-se também que a sua concentracao aumenta a medida
que a reacdo de oxidacdo da OTC prossegue, sendo tanto maior quanto maior é a
intensidade de corrente aplicada. Para além do pico correspondente ao acido oxamico,
observaram-se também outros picos, que mostram que ha formacdao de outros

metabolitos.
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Ficaram ainda por explorar muitos aspetos relativos a degradacao da OTC, pelo que, como

perspetivas de trabalho futuro se apontam as seguintes:

v Tentar identificar outros intermediarios da reacdo de oxidacdo anddica da OTC,
nomeadamente acidos carboxilicos de cadeia curta, que se sabem estarem presentes na

parte final das degradacées eletroquimicas de compostos organicos.

v' Seguir os estudos de degradacao eletroquimica por ensaios de biodegradabilidade e de
toxicidade, para avaliar o impacto ambiental relacionado com a aplicacao de processos
eletroquimicos, a possibilidade de dirigir para processos biologicos misturas submetidas a

oxidacdo anddica parcial, de modo a reduzir os custos dos processos eletroquimicos.
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Anexos

Anexo 1 - Procedimento da CQO pelo método titrimétrico em refluxo fechado.

Conservacdao da amostra: Analisar imediatamente; quando tal ndo for possivel, acidificar

amostra a pH < 2,0 com acido sulfurico.
Interferéncias: Concentracoes elevadas de cloretos.
Reagentes:

Solucao Padrao de Dicromato de Potassio 0,0417 M (0,25 N) - Dissolver, em 1 L de agua,

12,259 g de K,Cr,0; de elevado grau de pureza, previamente seco a 103 °C durante 2 horas.

Solucdo de Acido Sulfurico / Sulfato de Prata - Adicionar Ag,SO, em cristais ou p6 a uma

solucdo de H,S0, concentrada, na razdo de 6,6 g de Ag,50,/1 L de H,S0,. Agitar até a

dissolucao completa durante cerca de 1 dia.

Solucao de Digestdo de Dicromato - Dissolver 20 g de HgSO, em 175 mL de solucao de acido

sulfarico e adicionar 500 mL de solucdo padrao de dicromato 0,0417 M e deixar arrefecer até

a temperatura ambiente.

Solucao de Sulfato Ferroso Amoniacal (SFA) 0,05 M - Dissolver 20 g de Fe(NH,),(S04),-6H,0 em

agua destilada, adicionar 20 mL de acido sulfirico concentrado, arrefecer e diluir para 1 L.

Padronizar esta solucdo com a solucao padrao de dicromato, como se segue:

1 - Despejar a bureta do titulador automatico que contém a solucado SFA antiga.

2 - Depois de a bureta encher com a solucao SFA nova, voltar a despejar.

3 - Num erlenmeyer, diluir 5 mL (pipeta) da solucao padrao de dicromato para 50 mL (pipeta)
de agua destilada. Adicionar 15 mL (pipeta) de acido sulfirico concentrado e arrefecer.
Preparar 3 erlenmeyers.

4 - Titular com a solucao de sulfato ferroso amoniacal, usando 6-8 gotas da solucao indicadora
de ferroina.

5 - Registar o volume de titulante gasto para cada erlenmeyer e calcular o volume médio.

6 - Calcular o valor de f de acordo com a expressao:
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Mgjcromato usada na preparacao da solucdo padrao de dicromato

MMdicromato (=294.19) x 5 x 6 x 8000
f— Vmédia
= 1.5

Solucao Indicadora de Ferroina - Dissolver 1,485 g de 1,10-fenantrolina monohidratada e 695
mg de FeS0,4-7H,0 e diluir para 100 mL.

Solucdo Padrao de Hidrogenoftalato de Potassio (HPK) - Secar o hidrogenoftalato de potassio
(HOOCC4¢H,COOK) cerca de 2 horas a 120 °C. Dissolver 425 mg em agua destilada e diluir para

1 L. O hidrogenoftalato de potassio tem um valor de CQO tedrico de 1,176 mg O,/mg e a

solucdo tem uma CQO tedrica de 500 mg O,/L. Esta solucédo é estavel, quando conservada no

frigorifico, durante cerca de 3 meses.

Procedimento experimental:

1 - Colocar em cada tubo de digestao:

o 1 mL de solucao de digestao de dicromato
o 1,5 mL de amostra

o 2 mL de solucao de acido sulfdrico / sulfato de prata

> Preparar 2 tubos para cada amostra + 3 tubos de branco (coloca-se 1,5 mL de agua em

vez de amostra)

2 - Rolhar bem os tubos e agitar de modo a homogeneizar a mistura reacional e colocar no
digestor, pré-aquecido a 150°C, durante 2 horas. Depois da digestdo, retirar os tubos do
digestor e deixar arrefecer até a temperatura ambiente.

3 - Transferir o contetdo dos tubos para erlenmeyers, lavando-os muito bem com agua (que
se adiciona a solucdo do erlenmeyer), incluindo a tampa, de forma a transferir todo o
conteldo dos tubos. Ter em atencao que os erlenmeyers devem ficar todos com o mesmo
volume.

4 - Adicionar a cada erlenmeyer 4 gotas do indicador de ferroina e uma barra magnética para
agitacao.

5 - Titular o conteldo de cada erlenmeyer com a solucao SFA e registar o volume gasto até ao
ponto de viragem. Registar o valor de “f” da solucao SFA.

6 - Lavar os tubos de digestao e as respetivas tampas com agua e depois com H,504 a 20%,

para evitar contaminacdes organicas.
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7 - Com os valores registados, calcular o valor da CQO da amostra, tendo em conta a diluicao

da amostra inicial utilizada.

Célculos: mg 0,/L = (V4410 brance — Venédio amostra) > I X factor diluicéo
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