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Resumo

Ao longo dos Ultimos anos, os compostos farmacéuticos tém sido considerados como poluentes
emergentes devido a sua persisténcia nos ecossistemas, mesmo em baixas concentracdes. As
tetraciclinas pertencem a um grupo de antibioticos amplamente utilizados na medicina
humana e veterinaria. No entanto, estes antibidticos nao sao completamente metabolizados
pelos seres vivos, sendo introduzidos no meio ambiente por excrecao e, consequentemente,

conduzindo a contaminacao da agua.

Neste contexto, surgem os processos avancados de oxidacao como alternativas viaveis devido
a sua eficiéncia na degradacao de diferentes classes de contaminantes organicos. O método
utilizado neste trabalho para a degradacédo destes efluentes sera a oxidacdo anodica, usando
como elétrodos o Ti/Pb0O, e o Ti/Pt/Pb0,. O principal objetivo deste trabalho foi estudar a
eficiéncia de degradacdo eletroquimica da tetraciclina e da oxitetraciclina utilizando

diferentes elétrodos e diferentes intensidades de corrente aplicada.

A célula eletroquimica utilizada para a realizacdo dos ensaios da degradacao da tetraciclina e
da oxitetraciclina opera em modo “batch” e contém como anodo um elétrodo de Ti/PbO, ou
Ti/Pt/Pb0, e como catodo uma placa de aco inoxidavel, usando o sulfato de potassio como
eletrodlito suporte. Os ensaios foram monitorizados pelas determinacdes da caréncia quimica
de oxigénio, carbono total organico, azoto total, cromatografia liquida de alta eficiéncia e

cromatografia liquida-espetrometria de massa.

Os resultados mostraram que, na oxidacdo eletroquimica, a oxitetraciclina tem mais
facilidade em sofrer combustdao no anodo platinizado, Ti/Pt/PbO,, face a tetraciclina; no
anodo Ti/PbO0, os decaimentos iniciais de CQO e TOC sao superiores. Utilizando o Ti/Pt/Pb0O,
como anodo ha um aumento da eficiéncia na degradagdo tanto na tetraciclina como na
oxitetraciclina, quando a intensidade de corrente passa de 10 para 20 mA cm?, este
comportamento sugere que com o anodo platinizado se formam intermediarios dificeis de
oxidar, por outro lado, o aumento da intensidade de corrente com o anodo de Ti/PbO; ndo

traz qualquer beneficio o que sugere que ha um desperdicio de energia em reacdes paralelas.

Palavras-chave

Degradacao Eletroquimica; Oxidacao Anodica; Ti/PbO,; Ti/Pt/PbO,; Farmacos; Tetraciclina;

Oxitetraciclina
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Abstract

Over the past few years, pharmaceuticals compounds have been considered emerging
pollutants due to their continuous input and persistence in the ecosystem, even at low
concentrations. The tetracyclines antibiotic is widely used in human and veterinary medicine,
although antibiotics, are not completely metabolized by living organisms, being introduced by
excretion (urine and faeces) to the environment and thus, leading to contamination with

water.

In this context, the advanced oxidation processes (AOP) appear as viable alternatives due to
their efficiency on the degradation of different classes of organic contaminants. The method
used in this work for the degradation of these effluents will be the anodic oxidation, using as
anode the Ti/PbO, and Ti/Pt/Pb0,. The main objective of this work was to study the
efficiency of electrochemical degradation of tetracycline and oxytetracycline using different

current intensity applied.

The electrochemical cell used for the tests of degradation of tetracycline and oxytetracycline
operates in “batch” mode and contains an anode of Ti/PbO, and Ti/Pt/Pb0,, a stainless steel
as a cathode, adding as support electrolyte potassium sulfate. The tests were monitored by
chemical oxygen demand and total organic carbon determinations, nitrogen total, high

performance liquid chromatography and liquid chromatography-mass spectrometry.

The results showed that during anodic oxidation, the oxitetracycline can suffer more easily
combustion in platinized anode face of tetracycline, using Ti/Pb0O, anode the initial COD and
TOC decay are superior. Using Ti/Pt/PbO, as anode there is an increase in the degradation
efficiency in both the tetracycline and oxitetracycline, when the current intensity increases
from 10 to 20 mA cm?, this behavior indicates that with the platinized anode intermediate
metabolites, resistant to oxidation, were formed; on the other hand the increase of the
current intensity with the anode Ti/PbO, do not present benefit suggesting that there was a

waste of energy in parallel reactions.

Keywords

Electrochemical degradation; Anodic oxidation; Ti/PbO,; Ti/Pt/Pb0O,; Pharmaceuticals;

Tetracycline; Oxitetracycline
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Capitulo 1

Introducao

Ao longo dos Ultimos anos, o uso excessivo de compostos farmacéuticos na medicina humana e
veterinaria resultou na sua acumulacdao indesejavel no meio ambiente. Um nUmero
significativo destes produtos tem sido frequentemente detetado em diferentes tipos de
aguas, residuais, superficiais, potaveis e subterraneas, e em solos, no lodo e em sedimentos
(Daghrir et al., 2013).

Alguns residuos farmacéuticos tém recebido uma atencao crescente, uma vez que sao
considerados contaminantes emergentes no meio ambiente e, a longo prazo, podem levar a
impactos adversos nos organismos alvo, incluindo a desregulacdo endocrina, toxicidade

cronica e resisténcia a antibioticos (Zhang et al., 2009; Wu et al., 2012; Daghrir et al., 2013).

De entre os varios compostos farmacéuticos, os antibioticos sao alvo de especial atencao
devido a sua ampla utilizacdo, tanto na medicina humana como na veterinaria, uma vez que
podem potenciar o crescimento de bactérias resistentes e apresentar efeitos adversos para a
saude dos seres humanos (Zhang et al., 2009).

O consumo anual de antibidticos tem sido estimado entre as 100000 e 200000 toneladas
globalmente (Jeong et al., 2010). Os antibidticos pertencem a uma classe de medicamentos
que sao amplamente utilizados para prevenir e tratar doencas, tanto na medicina humana
como na animal, bem como para aumentar a eficiéncia alimentar e melhorar a taxa de
crescimento do gado e de aves, melhorando a producao animal (Daghrir et al., 2013; Oturan
et al., 2013).

As tetraciclinas sdao um dos grupos de antibidticos mais prescritos na medicina humana e
veterinaria. Os antibioticos desta familia sdo usados para o tratamento de infecoes
bacterianas, como aditivo na alimentacao dos animais (aves, gado bovino e suino), em
aquacultura e para inibir o crescimento de fungos nas arvores de fruto (Zhang et al., 2009).
Devido a sua natureza antibacteriana, os métodos biologicos tradicionais para o tratamento
de efluentes nao conseguem destruir as tetraciclinas eficazmente. Os métodos fisicos ou
fisico-quimicos convencionais podem controlar a mobilidade e propagacao das tetraciclinas,
mas também exigem tratamentos posteriores para garantir a sua completa eliminacao (Wu et
al., 2012).
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Nos Ultimos anos, os processos eletroquimicos demonstraram ser uma tecnologia eficaz no
tratamento de aguas residuais contendo poluentes organicos e toxicos (Wu et al., 2012). Para
evitar a entrada das tetraciclinas em estacoes de tratamento de aguas, pode ser sugerida a
utilizacdo da oxidacao eletroquimica. Este método é amplamente utilizado para a eliminacao
das substancias organicas tdxicas nas aguas naturais e residuos poluentes (Vedenyapina et al.,
2008).

A oxidacao anddica é um dos processos eletroquimicos mais utilizados para remover poluentes
organicos persistentes das aguas residuais. Neste processo, dependendo dos materiais de
anodo e das condicbes experimentais, sao gerados oxidantes fortes, tais como os radicais

hidroxilo (‘OH), que sao extremamente reativos (Wu et al., 2012).

Neste projeto pretende-se estudar a oxidacao anddica de dois antibidticos da familia das
tetraciclinas, a tetraciclina (TC) e a oxitetraciclina (OTC), com os anodos de PbO,, preparados
laboratorialmente. Estes anodos sao bastante estaveis, mesmo quando submetidos a
condicoes extremas, apresentando uma elevada condutividade elétrica e sendo relativamente

baratos.

Este trabalho esta organizado por capitulos, sendo que o capitulo dois pretende fazer uma
breve revisdo bibliografica onde se abordam alguns conceitos sobre a degradacao
eletroquimica de farmacos através da oxidacado eletroquimica. Vamos dar especial atencado a
tetraciclina e a oxitetraciclina porque vao ser os farmacos que iremos estudar
aprofundadamente. Neste capitulo vamos ainda fazer uma abordagem ao impacto dos
compostos farmacéuticos no meio ambiente bem como o efeito que estes poluentes podem

trazer a salde humana.

No capitulo trés, descrevem-se os métodos e os materiais utilizados nos ensaios de
degradacdo dos compostos farmacéuticos, bem como as técnicas utilizadas para a
monitorizacao da degradacao (CQO, TOC, TN, HPLC e LC-MS).

No capitulo quatro serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos da

electrodegradacao destes compostos.

Por ultimo, no capitulo cinco serao apresentadas as principais conclusoes deste trabalho e

perspetivas de trabalho futuro.
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Capitulo 2

Revisao Bibliografica

Ao longo dos ultimos quinze anos, os compostos farmacéuticos tém vindo a receber uma

crescente atencao como substancias quimicas bioativas no ambiente (Kimmerer, 2009).

Em 2011, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), publicou um relatério sobre os produtos
farmacéuticos na agua potavel, que analisou os riscos para a salde humana associados a
exposicdo de farmacos na agua potavel, aumentando o temor de que a entrada continua de
produtos farmacéuticos possam representar um risco potencial para os organismos que vivem

em ambiente terrestre e aquatico (Feng et al., 2013).

Os farmacos que nao sdo removidos nas ETARs, acabam entdo por ser descarregados
juntamente com os efluentes tratados, contaminando rios, estuarios, lagos e também aguas
subterraneas e aguas para consumo. Ao serem removidos nas ETAR, estes compostos podem
ser transferidos para as lamas que sao aplicadas na agricultura, podendo contaminar o solo,
escoar os seus lixiviados para as aguas superficiais, pondo em risco a qualidade das aguas
subterraneas. Da mesma forma, os farmacos utilizados na medicina veterinaria podem entrar
no meio hidrico através da aplicacdo de estrume em campos agricolas, sendo outra via de
contaminacao, a utilizacdo direta de farmacos na aquacultura (Feng et al., 2013). A Figura
2.1 mostra todas as relagcoes existentes com a presenca destes compostos nos varios tipos de

aguas, bem como origem e destinos.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0160412011002108#bb0275
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Figura 2.1 - Ocorréncia e dispersao de compostos farmacéuticos no meio ambiente (Adaptado de
Daghrir et al., 2013).

Na verdade, é muito provavel que a maioria das aguas residuais urbanas esteja contaminada
com compostos farmacéuticos (Jones et al., 2005), o que afeta a qualidade da agua e pode
constituir um enorme risco para 0s ecossistemas e o bem-estar humano e animal a longo

prazo (Klavarioti et al., 2009).

Neste capitulo serao introduzidos alguns conceitos relacionados com o impacto ambiental e
na salde destes poluentes, dando especial atencao aos antibioticos tetraciclinicos (TC e OTC)

e aos mecanismos da sua degradacao por processos de oxidacao eletroquimica.
2.1-Compostos Farmacéuticos

Os compostos farmacéuticos constituem um vasto grupo de compostos medicinais utilizados
na medicina humana (lar de idosos, industria, hospitais e outros servicos) e veterinaria
(aquacultura, pecuaria e animais de estimacao), constituindo uma classe de contaminantes
ambientais de crescente preocupacdo. Podem ser de origem natural ou sintética, sendo
produzidos para desempenharem uma funcao especifica. Estes compostos sdo projetados
especialmente para resistir a degradacéo biologica. Isto significa que eles podem conservar a
sua estrutura quimica, o tempo suficiente para permanecer no corpo humano, sendo
libertados para o ambiente na sua forma original. Sabe-se que os produtos farmacéuticos tém
efeitos nas vias metabolicas especificas dos seres humanos e dos animais, mas também tém

efeitos em organismos nao alvos, mesmo em concentracoes muito baixas (Feng et al., 2013).
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Os produtos farmacéuticos quando libertados no meio ambiente podem ser tdxicos em
qualquer nivel da hierarquia bioldgica, apesar dos seus efeitos sobre os seres, ainda ndo
estarem bem documentados (Kimmerer, 2009). Por exemplo, é geralmente aceite que alguns
farmacos, mesmo em baixas concentracdes, podem causar mudancas irreversiveis no genoma
de certos microrganismos, o que consequentemente aumenta a sua resisténcia a estes
compostos (Klavarioti et al., 2009). Por outro lado, alguns produtos farmacéuticos também
foram classificados como compostos de desregulacdo enddcrina, uma vez que causam efeitos
nocivos sobre o sistema endocrino humano (Klavarioti et al., 2009). Estes factos refletem a
necessidade da remocao dos produtos farmacéuticos e dos seus metabolitos do sistema
aquatico para evitar a sua toxicidade e outros possiveis efeitos perigosos para a saude (Jones
et al., 2005).

0 uso excessivo de farmacos, como € o caso dos antibioticos, agrava o seu impacto ambiental,
0 que leva a que esta classe de agentes terapéuticos mereca uma especial atencdo. Dentro
desta classe de farmacos, os antibioticos sdao amplamente utilizados na medicina, e tal como
foi mencionada anteriormente, nao sao completamente metabolizados pelos seres vivos,
sendo introduzidos por excrecao (urina e fezes) no meio ambiente e, consequentemente,

conduzindo a contaminacao de agua (Mboula et al., 2012).

2.2-Farmacos e seus Metabolitos

Os produtos farmacéuticos sdo um grupo de substancias quimicas que possuem propriedades
medicinais. Estas substancias incluem tanto compostos organicos como inorganicos, embora a
maior parte dos farmacos modernos sejam pequenos compostos organicos com um peso
molecular inferior a 500 Daltons. Estes compostos quimicos sdo moderadamente solliveis em

agua e em meios lipofilicos para serem biologicamente ativos.

Os farmacos sao administrados por via topica (inalacao ou aplicacao na pele), internamente
(administracao oral) ou parenteral (injecdes ou infusdes). Apds a administracao, as moléculas
da droga sao absorvidas, metabolizadas e finalmente expelidas do corpo. Para ser utilizado de
forma segura a maioria dos farmacos modernos sido concebidos de maneira a sofrer
metabolismo em orgéos tais como o figado e o rim, apds terem alcancado o desejado efeito

farmacolagico.

Para remover as moléculas de droga em excesso bem como outros xenobidticos toxicos sao
utilizadas uma série de biotransformacdes para transformar estas drogas em excesso em

compostos mais polares e hidrofilicos.

0 metabolismo das drogas comeca com varias reacdes bioquimicas, tais como, a hidroxilacao,
epoxidacdo, reducdao e hidrdlise, em que os grupos funcionais sao introduzidos ou

desmascarados (transformacao de fase 1). Depois disso, as moléculas endogenas altamente
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polares, tais como o acido glucuronico, o sulfato e os aminoacidos sao ligados a drogas e
metabolitos de transformacao de fase | para gerar conjugados (transformacao de fase Il), que
sdo sollveis em agua e podem ser facilmente excretados pela urina. Ha determinados
farmacos, agentes médicos nao terapéuticos e xenobidticos que ndo sdao metabolizaveis
porque sao substratos pobres para metabolizar enzimas, estes compostos podem ser

eliminados lentamente do corpo sem biotransformacao (lkehata et al., 2006).
2.3-Impacto Ambiental dos Compostos Farmacéuticos

Hoje em dia, a presenca de poluentes farmacéuticos no meio ambiente é considerado um
problema sério e relevante ( Khetan e Collins., 2007). Considerando a grande variedade e a
grande aplicabilidade dos farmacos, e o crescente aumento do seu consumo, ndo é surpresa
que estes compostos estejam entre os contaminantes mais presentes no ambiente aquatico e
que representem impactos negativos sobre os organismos aquaticos, incluindo
microrganismos, fitoplancton, plantas, crustaceos, peixes e insetos, bem como sobre os
organismos terrestres e seres humanos (lkehata et al., 2006). Estas classes farmacéuticas

incluem:

e Drogas citostaticas, imunossupressores e alguns antibioticos genotoxicos, que sao
frequentemente utilizados em quimioterapias, tém o potencial de agir quer como
poluentes agudos quer como poluentes cronicos, sendo considerados
carcinogénicos, mutagénicos e/ou embriotdxicos.

e Antibidticos humanos e veterinarios devido a sua toxicidade microbiana e ao
desenvolvimento da resisténcia a antibidticos em bactérias ambientais incluindo
patogénicos humanos.

e Hormonas naturais e sintéticas, que devido a sua alta eficiéncia, tém um
potencial efeito de desregulacdo endocrina.

e Compostos halogenados, tais como os contrastantes utilizados na revelacao de
imagens de raio-X, devido a sua resisténcia, a biodegradacao e persisténcia no
ambiente e na cadeia alimentar sdo facilmente encontrados em aquiferos
aquaticos.

e Metais pesados constituintes dos medicamentos e de agentes médicos de

diagndstico, por causa da toxidade dos metais, em certos estados de oxidacao.

O aparecimento destes compostos no ambiente aquatico tem levado a uma crescente
preocupacdo sobre os potenciais riscos ambientais, bem como sobre a sua permanéncia e

propagacao da resisténcia antibacteriana entre os microrganismos (Adams et al., 2002).

A principal fonte de compostos farmacéuticos no meio ambiente é a excrecdao de farmacos

incompletamente metabolizadas por seres humanos e animais, a rejeicao de farmacos e de
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embalagens, mas também a indUstria farmacéutica e os hospitais tém lancado para o
ambiente aquatico residuos de farmacos. Na Alemanha e segundo Feng et al. (2013), todos os
anos sao utilizadas 16 mil toneladas de produtos farmacéuticos em cuidados de salde, e
desses, cerca de 60-80% entram na rede de aguas municipais ou sdo enviados com o lixo

domeéstico normal para aterros sanitarios.

Estudos recentes tém confirmado a presenca, embora em teores baixos, de farmacos em
aguas de estuarios, rios, riachos e aguas subterraneas. Os efeitos ecologicos destes
contaminantes em aguas costeiras ainda sao desconhecidos. No entanto, ha uma crescente
evidéncia de que estes poluentes podem ter efeitos negativos na reproducao de espécies
aquaticas. A maioria dos farmacos sao projetados para atingir vias metabolicas especificas
em humanos e animais, mas a sua acao sobre outros organismos pode ser prejudicial, mesmo

em concentracdes muito baixas (Ziylan e Nilsun, 2011).

Os antibidticos que sdao usados na medicina humana, veterinaria e como promotores de
crescimento na criacao de gado contribuem imenso para o aumento de consumo de compostos
farmacéuticos por todo o mundo (Feng et al., 2013). Na Europa, em 1999, cerca de 8500 e
4700 toneladas de antibioticos foram usados como medicamentos na medicina humana e
veterinaria, respetivamente, sendo que a tetraciclina foi o segundo antibidtico mais

produzido e usado nesse ano a nivel mundial (Hammad et al., 2010).

A acumulacdo de antibioticos mesmo em baixos niveis de concentracao (ng/L e mg/L)
(Hammad et al., 2010) pode produzir efeitos prejudiciais, quer nos ecossistemas terrestres
quer nos aquaticos. Estd provada que a utilizacdo indiscriminada destes compostos na
medicina humana e veterinaria é responsavel pela producdo de microrganismos resistentes
que promovem a selecdo de variantes genéticas, aumentando a ocorréncia de agentes
patogénicos resistentes a antibioticos (Jeong et al., 2010) e causando problemas graves na

saude publica (Homem et al., 2011).

2.4-Antibioticos Tetraciclinicos

Os antibidticos tetraciclinicos pertencem a um grupo de antibioticos, utilizados
principalmente para terapia humana, para fins veterinarios e como aditivo alimentar no setor
agropecuario (Figura 2.2). Devido ao seu baixo custo e a sua atividade antimicrobiana, estes
antibidticos sdao amplamente utilizados na medicina veterinaria, uma vez que permitem o
tratamento de varias doencas infeciosas nos animais, tendo vindo a ser também utilizados
como aditivos alimentares para promoverem o rapido crescimento dos animais nas
exploracoes pecuarias embora certos paises ja tenham proibido o seu uso para esses fins
(Daghrir et al., 2013).
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Figura 2.2- Possiveis fontes e vias para a ocorréncia de antibidticos tetraciclinicos no meio ambiente
(adaptado de Ikehata et al., 2006 e Daghrir et al., 2013)

Os antibioticos tetraciclinicos sdo um grupo de produtos naturais e semi-sintéticos que sao
agentes bacteriostaticos, com atividade contra uma ampla variedade de organismos (Brinzila
et al., 2012; Brinzila et al., 2014), exibindo atividade contra infe¢des causadas por bactérias

Gram (+) e Gram (-) (Daghrir et al., 2013).

Na literatura encontram-se alguns estudos da degradacdo eletroquimica de efluentes
contendo tetraciclina. Estudos efetuados por Vedenyapina et al., (2008) concluiram que a
oxidacao anddica na degradacao eletroquimica da tetraciclina, usando como anodo o elétrodo
de Pt, é um excelente tratamento, ja que promove a clivagem de alguns anéis aromaticos, o
que pode diminuir a sua atividade bioldgica. Zhang et al., (2009) concluiram que na oxidacao
anodica, usando como anodo o elétrodo de Ti/RuO,-IrO, a taxa de degradacao aumentava
com a densidade da corrente utilizada e diminuia com o aumento da concentracao inicial da

tetraciclina.
2.5-Uso Mundial de Antibioticos Tetraciclinicos

Os antibidticos tetraciclinicos foram descobertos na década de 40 e a sua utilizacdo na
terapia humana comecou na década de 50, estimando-se que a producdo mundial ande a

volta dos milhares de toneladas anuais (Tabela 2.1) (Daghrir et al., 2013).
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0 uso de antibidticos tetraciclinicos tornou-se parte integrante da industria de producao de
gado e no setor agricola como aditivos e também como promotores de crescimento na
América do Norte desde da década de 50. Estes farmacos sdao amplamente utilizados em
muitos paises na medicina veterinaria para prevencao e tratamento de doencas (Wang et al.,
2012) tais como doencas respiratdrias, gastrointestinais, infecdes bacterianas, doencas
infeciosas de orgaos de locomocao, bem como infecoes sistémicas e promocédo de crescimento
em animais tais como, bovinos, suinos, ovinos, aves de capoeira, entre outros. A utilizacao
destes antibioticos na industria da pecuaria, como promotores de crescimento € uma pratica
recorrente em paises como os Estados Unidos da América (USA), Coreia e nos paises mais
desenvolvidos da Europa (Suécia, Franca, Dinamarca, entre outros) devido as intensivas

exploragdes pecuarias (Daghrir et al., 2013).

Tabela 2.1 - Consumo mundial de antibidticos tetraciclinicos para fins veterinarios (Ikehata et al., 2006)

Consumo de antibiéticos tetraciclinicos na

Pais/Continente
medicina veterinaria (toneladas/ano)
Europa 2575
USA 3200
Coreia 723
Franca 117
Gra-Bretanha 228

Na medicina humana, os antibioticos tetraciclinicos sdao usados no tratamento de diferentes
tipos de infecdes, especialmente infecdes respiratdrias (pneumonia) devido a Mycoplasma
pneumonia, Chlamydia pneumonia, e Chlamydia psittaci. Na Ultima década os antibioticos
tetraciclinicos, tém sido o farmaco de eleicao utilizado no combate a doencas como a malaria
e infecoes, devido as suas caracteristicas anti-inflamatorias, de cicatrizacbes de feridas, e aos

seus efeitos antibacterianos (Daghrir et al., 2013).

2.6-Fontes e Ocorréncia de Antibioticos Tetraciclinicos no meio

Ambiente

Nos Ultimos anos, o uso abusivo de antibioticos tetraciclinicos foi generalizado, e,
consequentemente, a possibilidade de contaminacdao no meio ambiente com tais compostos

aumentaram (Figura 2.3) (Daghrir et al., 2013).

A ocorréncia destes farmacos no meio aquatico tem recebido uma especial atencao, devido a
sua contribuicdo para o aumento da resisténcia antibacteriana entre os microrganismos

(Adams et al., 2002). Depois do uso de tais compostos, uma fracdo destes antibioticos é
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metabolizada em compostos inativos, outra parte € excretada como metabolitos ativos, a
maior parte destes farmacos sao libertados, através da urina e fezes de seres humanos e

animais apos a medicacao (Daghrir et al., 2013).

Quando os antibioticos tetraciclinicos sao administrados aos animais cerca de 70 a 90% é
excretado e lancado na forma ativa para o meio ambiente através da urina e fezes
contaminando o solo, e consequentemente as aguas superficiais e subterraneas por lixiviacdo
ou escoamento. Da mesma forma, os antibioticos tetraciclinicos administrados em humanos
sdo introduzidos no ambiente através da excrecdo, entrando na rede de esgotos e atingindo as

estacdes de tratamento de aguas residuais (Daghrir et al., 2013).

<
r\ Tratamentos na

Residnos ( = Aquacultura
Hospitalares mal
tratados
0 ':
Trataniento de ¢
2 (e Tratamento |
aimals Patg Podem ser usades... 5 Agua

consnmo Humano. de ammais
domeésticos

FT
\

Figura 2.3 - Aplicacao e destino de farmacos no meio ambiente (adaptado de Blackwell et al., 2007)

Solo

2.7-Tetraciclinas

A clorotetraciclina (CTC), a oxitetraciclina e a tetraciclina sdao os antibioticos tetraciclinicos
mais utilizados em todo o mundo. As tetraciclinas sao agentes de largo espetro, apresentando
atividade contra uma ampla gama de bactérias gram-positivas e gram-negativas (Chopra et
al., 2001).

As propriedades antimicrobianas destes agentes e a auséncia de grandes efeitos colaterais
adversos levaram a sua ampla utilizacao na terapia de infecées em seres humanos e animais e
em alguns paises sdao ainda utilizados na alimentacdao dos animais como promotores de
crescimento (principalmente a clorotetraciclina e a oxitetraciclina), esta pratica levanta

questdes quanto ao aumento da resisténcia microbiana em humanos.

As tetraciclinas sao formadas por um nucleo tetraciclinico linear, aos quais uma variedade de

grupos funcionais esta ligada. A tetraciclina mais “simples” que exibe atividade
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antibacteriana detetavel é a 6-deoxi-6-desmetiltetraciclina (Figura 2.4) e por isso esta

estrutura pode ser considerada como farmacéforo minimo (Chopra et al., 2001).

NICHz)z
H H :

GH o OH 4]
Figura 2.4 - Estrutura quimica da 6-deoxi-6-desmetiltetraciclina.

As tetraciclinas sdao conhecidas por se degradarem através de fatores abidticos, como o pH,
propriedades redox, e condicdes de luz, e os seus produtos de degradacao podem ser
formados através da epimerizacdo, desidratacdo e vias de transferéncia de protdes (Figura
2.5) (Jia et al., 2009).

As 4-Epi-TC’s, como a 4-epitetraciclina da tetraciclina e a 4-epioxitetraciclina da
oxitetraciclina e a 4-epi-clorotetraciclina da clorotetraciclina podem ser formadas em meio
aquoso e ligeiramente acido (pH 2-6), e podem ser revertidas a sua forma ativa sob condicoes
alcalinas especificas, na presenca de um metal de complexacao. Sob condicdes fortemente
acidas (pH <2), as anidro-TC’s como anidrotetraciclina e a anidroclorotetraciclina, sdo as
mais formadas. Enquanto as anidro-TC’s sdo estaveis, a anidro-OTC ¢é instavel e forma
rapidamente compostos o- e B-apo-OTC. A clorotetraciclina é particularmente vulneravel a

decomposicao alcalina e forma iso-CTC sob condicoes alcalinas (Chopra et al., 2001).

Muitos destes produtos de degradacdo sdo tdo ou mais problematicos para o meio ambiente,

que os seus compostos precursores (Barbosa et al., 2000).
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Figura 2.5 - Estruturas quimicas das tetraciclinas e seus produtos de degradacao (Jia et al., 2009)

Neste trabalho vamos dar especial atencdo a tetraciclina e a oxitetraciclina, dois dos
antibidticos mais prescritos e utilizados em todo o mundo. A tetraciclina é o antibidtico mais
utilizado na medicina veterinaria e na aquacultura, por outro lado a oxitetraciclina é bastante
utilizada como suplemento alimentar e promotora de crescimento (Chen et al., 2011). Na
tabela 2.2 podemos observar os estados de protonacao da tetraciclina e da oxitetraciclina

respetivamente.

Estes farmacos tém um largo espetro contra bactérias gram-negativas e gram-positivas e
também contra muitos organismos patogénicos que sdo resistentes aos agentes inibidores da

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

As tetraciclinas sao obtidas através de fermentacdo natural de fungos ou por processos semi-
sintéticos, sdo frequentemente utilizados de forma indiscriminada sendo a absorcdo dos
organismos irregular, variando de 60 a 80%, o restante é eliminado por excrecao acabando por

contaminar o meio ambiente (Bautitz et al., 2007).
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Tabela 2.2- Estrutura e respetivos pK, da tetraciclina e oxitetraciclina (adaptado de Chen et al., 2011).

Composto R Rz PKa 1 PKa2 PKas
Tetraciclina H H 3,30 7,68 9,69
Oxitetraciclina HO H 3,27 7,32 9,11

A Figura 2.6 mostra uma compilacao dos estados de protonacao das tetraciclinas (TC e OTC).

Figura 2.6 - Estrutura molecular da tetraciclina (R=H) e oxitetraciclina (R=OH) e seus estados de

protonacao (adaptado de Chen et al., 2011)

2.8-Toxicidade

Nos Ultimos anos, tem-se dado especial atencdo aos riscos ecologicos e potencias efeitos
toxicos dos residuos de antibioticos tetraciclinicos no ambiente (Kiimmerer, 2009; Klavarioti
et al., 2009). Estes residuos promovem a evolucdo e o desenvolvimento de microrganismos
resistentes aos antibioticos, o que pode induzir efeitos adversos para a salde humana,
quando presentes na agua potavel ou na agua de irrigacao, utilizada no cultivo de frutas ou

vegetais (Daghrir et al., 2013).

Estes agentes antimicrobianos podem perturbar a microflora intestinal e aumentar o risco de
infecoes. Devido a todos estes factos, ndao é de surpreender as imensas pesquisas tentando
determinar e estimar a toxicidade dos antibioticos tetraciclinicos nas espécies aquaticas e

terrestres, e até mesmo os seus efeitos estrogénicos (Daghrir et al., 2013).
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2.8.1-Efeitos dos antibioticos tetraciclinicos nas espécies aquaticas

Os efeitos toxicos e crénicos destes antibidticos sobre as diversas espécies aquaticas tém sido
amplamente estudados e debatidos. Estes compostos sdo principalmente bacteriostaticos e
tém um largo espetro de atividade antimicrobiana. Estes produtos farmacéuticos tém como
principio terapéutico impedir a proliferacdo dos microrganismos, limitam o crescimento de
bactérias por interferirem com a replicacdao do ADN, ligando-se aos ribossomas, inibindo a

sintese proteica, e consequentemente impedem o crescimento celular.

Varios estudos mostram que as microalgas, que sao responsaveis pela producdo de grande
parte do oxigénio da atmosfera terrestre e que tém um papel importante na estrutura e
funcionamento de todo o ecossistema aquatico, sao mais sensiveis que os crustaceos e os

peixes a agentes antibacterianos, tais como os antibidticos tetraciclinicos.
2.8.2-Efeitos dos antibioticos tetraciclinicos nos organismos terrestres

O estudo sobre os efeitos toxicos dos antibioticos tetraciclinicos em organismos terrestres
incluindo as culturas ainda é escasso. Os primeiros relatorios sobre os efeitos foto toxicos dos
antibioticos tetraciclinicos em culturas agricolas mostram que a sua presenca tem uma
influéncia negativa no crescimento das culturas de feijao (Daghrir et al., 2013). Outros
trabalhos mostram que em concentragcdes mais elevadas os antibiéticos tetraciclinicos inibem

a percentagem de germinacao do trigo, e o comprimento da sua raiz.

2.9-Tratamento e Remocao dos Antibidticos Tetraciclinicos das

Aguas Residuais

Quando estes compostos entram na rede de aguas residuais municipais podem suprimir toda a
atividade vital ao crescimento das colonias de microrganismos utilizados nos tratamentos de
esgotos municipais. Como consequéncia, ha um aumento da poluicdo ambiental das aguas
residuais. Os processos biologicos e os processos fisico-quimicos (filtracdo, e
coagulacao/floculacao/sedimentacao) sao os processos convencionais mais utilizados nas

estacdes de tratamento de aguas residuais (Homem et al., 2011).

Nos sistemas biologicos é utilizada a tecnologia de lamas ativadas. O método consiste na
degradacdo de compostos organicos em tanques de lamas ativadas, com sistemas de bactérias
aerobias e anaerdbias, monitorizando a temperatura e a caréncia quimica de oxigénio (CQO).
No entanto, a elevada toxicidade destes contaminantes pode impedir a aplicacdao deste
processo em efluentes com elevadas concentracées de poluentes, uma vez que sao

recalcitrantes e toxicos para os microrganismos (Britto et al., 2008).
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A filtracdo € a remocao dos sélidos, especialmente da matéria suspensa, por passagem das
aguas residuais através de um meio granular (carvdo, areia, etc..). Porém as particulas
menores devem ser transportadas para a superficie dos meios onde um mecanismo de fixacao
tal como atracao eletroestatica, ligacoes quimicas ou a adsorcdo retém as particulas. Este
método tem a desvantagem de nao degradar os contaminantes, mas sim concentra-los numa

fase solida, gerando um novo desperdicio (Homem et al., 2011).

A Coagulacao/Floculacdo utiliza produtos quimicos para precipitar os poluentes, formando
coloides e, consequentemente aumentar a velocidade de sedimentacao. Os produtos quimicos
mais utilizados sao os sais de ferro. Estes métodos requerem um tratamento posterior para
remover os poluentes que sofrem coagulacao. Estes métodos mencionados anteriormente tém
uma eficiéncia de degradacdo muito baixa, cerca de 20%. Como consequéncia, na Ultima
década, varios estudos foram feitos com o objetivo de encontrar e desenvolver novos métodos
que permitam uma eliminacao e uma degradacao mais eficiente destes poluentes para reduzir

a quantidade destes antibidticos nas aguas residuais (Adams et al., 2002).

A natureza recalcitrante dos efluentes contendo residuos de antibioticos interfere na
eliminacdao destes compostos pelos tratamentos biolégicos tradicionais, sendo por isso
necessario encontrar métodos alternativos mais eficientes na degradacdo destes poluentes.
Assim, os Processos de Oxidacao Avancados (POA) sao tecnologias amigas do ambiente que,
recentemente tém vindo a receber uma especial atencao. Estes processos sdao métodos
oxidativos com base na geracao eletroquimica de radicais hidroxilo (*OH) intermediarios, que
sao extremamente reativos e menos seletivos, quando comparados com outros oxidantes. O
seu potencial padrao de oxidacao (E °= 2,8 V) é maior que o da maioria dos oxidantes
convencionais, tornando-se extremamente eficaz na oxidacao de uma grande variedade de
compostos organicos, podendo conduzir a sua completa mineralizacdo (Isarain-Chavez et al.,
2010).

2.10- Processos de Oxidacao Avancados

Como foi mencionado anteriormente os processos de tratamento de aguas convencionais nao
foram concebidos para remover quantidades vestigiais de produtos quimicos, tais como os
antibioticos, e dado o crescente nimero de relatorios da sua presenca no meio ambiente, é
essencial que as tecnologias alternativas desenvolvidas consigam de alguma forma, degradar

ou eliminar estes compostos (Jeong et al., 2010).

Os POAs sao particularmente eficazes na remocao e destruicao de moléculas organicas toxicas
ou nao degradaveis, como pesticidas, compostos aromaticos, corantes e compostos organicos
volateis e mineraliza estes produtos organicos em produtos minerais como o CO, e H,0,

tornando esta tecnologia superior aos processos convencionais, correspondendo a processos
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promissores na eliminacao de farmacos e seus metabolitos das aguas residuais (Feng et al.,
2013).

A reacao de destruicdao destes farmacos das aguas residuais envolve diferentes espécies
oxidantes, tais como, radicais hidroxilo (‘OH), e outras espécies (0;, HO; e ROO') que sao
produzidos no meio reacional. O radical hidroxilo tém um potencial padréo elevado (E.on/H20)=
2,8 V), sendo conhecido como o segundo agente oxidante depois do flior, podendo reagir com
uma grande variedade de compostos organicos, independentemente da sua concentracao
(Feng et al., 2013).

2.10.1- Oxidacao Eletroquimica

Os tratamentos por oxidacao eletroquimica foram amplamente estudados durante a Ultima
década em escala laboratorial e varios trabalhos interessantes foram publicados com a
perspetiva de extrapolacao para planta piloto num futuro proximo. Na oxidacao eletroquimica
os radicais hidroxilo sao gerados de forma direta (oxidacdo anoddica) ou de forma indireta
através da geracdo do reagente de Fenton. No caso da oxidacdo anodica os radicais sdo
formados de forma heterogénea por descarga no anodo diretamente na agua, enquanto os
radicais sao formados de forma homogénea na reacdo de Fenton, ambos os casos sao
amplamente utilizados com grande eficiéncia de mineralizacdo no tratamento de aguas
residuais, podendo ser aplicados a uma enorme variedade de meios e poluentes organicos
(Feng et al., 2013).

A oxidacdo eletroquimica € uma tecnologia relativamente recente, utilizada especialmente
para a desinfecdo e tratamento de aguas residuais, podendo permitir o aumento da
biodegradabilidade dos poluentes ou mesmo conduzir a sua mineralizacao (Panizza et al.,
2008).

A oxidacao eletroquimica é uma técnica muito promissora para a descontaminacao das aguas
residuais devido ao relativo baixo custo, a sua alta eficiéncia, a nao ser necessario a adicao
de reagentes quimicos toxicos e perigosos, que evitam a producao de mais residuos toxicos. A
oxidacao anoddica permite a destruicdo de poluentes através do uso de uma célula eletrolitica,
sob a acdo de radicais hidroxilo formados como intermediarios na superficie do anodo a partir
da oxidacao de agua (Equacao 1), onde M (*OH) denota o radical hidroxilo adsorvido no anodo
M (Gonzalez et al., 2011).

M+ H0 — M (COH) + H'+ & (1)

O caracter nao seletivo dos radicais hidroxilo pode minimizar residuos e producao de
subprodutos indesejaveis tornando esta tecnologia promissora no tratamento de compostos

bio-refratarios em aguas residuais (Feng et al., 2013).
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2.10.2-Oxidacado Anddica (Direta e Indireta)

A oxidacdo anodica pode ser definida como uma tecnologia eletroquimica que é capaz de
oxidar e mineralizar poluentes organicos presentes nas aguas residuais, por processos
oxidativos que ocorrem maioritariamente na superficie do anodo de uma célula
eletroquimica. A oxidacao anoddica com anodos de grafite, Pt, TiO, , IrO, , PbO, e o diamante
dopado com boro (BDD) na presenca de um eletrolito suporte apropriado, tem sido utilizada
para a descontaminacao dos efluentes, e mais recentemente na eliminacdo de farmacos
(Ciriaco et al., 2009; Gonzalez et al., 2011).

A oxidacdo anodica da matéria organica pode ocorrer por dois mecanismos diferentes,

oxidacdo anodica direta ou indireta (Panizza e Cerisola, 2009).

A oxidacao anodica direta ocorre por troca direta de eletrdes entre os compostos organicos e
a superficie do elétrodo Figura 2.7. Na oxidacdo anddica direta, os poluentes (P) sdao oxidados
apos adsorcao na superficie do anodo, sem o envolvimento de outras espécies, exceto o

eletrao, que é um “reagente limpo” (Equacgao 2).
P(ads) - Pox(ads) +e (2)

A oxidacdo anddica direta é teoricamente possivel a potenciais mais baixos, antes da
evolucdo do oxigénio, mas a reacdo tem geralmente velocidade baixa, que depende da
atividade eletrocatalitica do anodo. Altas taxas de degradacdo eletroguimica foram
observadas utilizando metais nobres como Pt e Pd, bem como anodos de 6xidos de metais,
como o didxido de iridio, ruténio-didxido de titanio, e didoxido de chumbo (Isarain-Chavez et
al., 2010). No entanto, o principal problema da oxidacdo anodica a um potencial fixo antes da
evolucao do oxigénio é a diminuicdo da atividade catalitica que pode levar ao envenenamento
do elétrodo, devido a formacdo de uma camada polimérica na sua superficie. Esta
desativacao depende das propriedades de adsorcao da superficie do anodo, da concentracao e
da natureza dos compostos organicos que se pretende degradar. A diminuicdo da atividade
eletrocatalitica € menos pronunciada com anodos com propriedades de fraca adsorcao e

superficie inerte, como o BDD (Panizza e Cerisola, 2009).
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Figura 2.7- Esquema da oxidacdo Anddica Direta (adaptado de Carrijo e Romero, 2000)

As oxidacdes indiretas sdao aquelas onde a troca de eletroes se da entre o substrato e o
mediador e entre este e o elétrodo. Como o agente redox (mediador) é continuamente
produzido no elétrodo e usado na reacdo quimica com o substrato, o processo torna-se ciclico
e mais conhecido como eletrocatalise. Como demonstrado na Figura 2.8, a eletrolise indireta
combina uma etapa heterogénea, que é a formacao e regeneracao do catalisador redox na
sua forma ativa na superficie do elétrodo, com uma reacao redox homogénea do substrato

com o mediador ativo.

.- Mediador Substrato
[} ‘\3 oxidadao
anodo .~
/
/
fr Mediador Produto
reduzido
/
Helerogénea Homogénea

Figura 2.8 - Esquema da Oxidacdo Anddica Indireta (adaptado de Carrijo e Romero, 2000)

Segundo (Panizza e Cerisola, 2009) os principais requisitos para obtencdao de altas

percentagens de degradacao nos processos de oxidacdo anddica indireta sao:

e Elevada taxa de geracao de intermediarios
¢ A adsorcao de poluentes deve ser minimizada
e O potencial da espécie intermediaria produzida nao deve estar perto do potencial de

evolucao do oxigénio
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2.11-Influéncia das condicdes operacionais

A degradacao eletroquimica de poluentes organicos depende de inUmeras variaveis, tal como
a natureza do material do anodo, da composicdo do eletrolito suporte e das condicoes

experimentais que influenciam a eficiéncia da degradacao, tais como a concentragao inicial

do poluente, o pH e a intensidade da corrente.
2.11.1-Intensidade de Corrente Aplicada

A intensidade de corrente aplicada é um parametro experimental muito importante que pode
afetar a capacidade de oxidacdo dos compostos farmacéuticos utilizados. Estudos levados a
cabo por Yahiaoui et al. (2013), mostram que a taxa de degradacao da tetraciclina aumenta
com o aumento da corrente aplicada. A eficiéncia de remocao aumentou de 33,5% para 77,7%
quando a densidade de corrente passou de 2,5 para 25 mA cm?, ao fim de 60 minutos de
ensaio e com uma concentracéo inicial de 100 mg L™'. Este aumento da degradacdo deve estar
relacionado com o aumento de producdo de radicais hidroxilo, formados na superficie do
anodo a partir da oxidacdo de agua (Equacdo 3) devido ao aumento da intensidade de

corrente aplicada.
2H,0 — 2°0H + 2H" + 2¢° 3)

Porém, um aumento de intensidade de corrente aplicada pode desencadear reacdes paralelas
no meio da solucdo, o que conduz a diminuicdo da eficiéncia do processo de oxidacdo de
compostos organicos, sendo que todo o processo é controlado pela transferéncia de poluente
para o anodo. O excesso de carga sera consumido em reacdes dos radicais hidroxilo que

envolvem, principalmente, a oxidacao do radical a O,.
2.11.2-Natureza do material do anodo

Segundo (Feng et al., 2013), as variaveis que tém mais influéncia na oxidacdo anodica sdo o
tipo de célula eletroquimica utilizada e claro o tipo de material que é usado como anodo.
Escolher o material que vai ser utilizado como anodo é extremamente importante, uma vez
que, este pode ter significativa influéncia nas propriedades cataliticas ligadas a adsorcdo, ou
aos processos diretos de transferéncia eletronica e sobre a producdo de oxidantes que vao

permitir a oxidacao de um determinado poluente.

A escolha do material do anodo é mesmo o ponto-chave na oxidacdo anodica, na literatura
sdo descritos dois comportamentos bem distintos para a oxidacdo de poluentes organicos.
Alguns elétrodos conduzem a uma oxidacdo eficaz dos produtos organicos, com formacao de
poucos intermediarios durante a oxidacdo e uma elevada taxa de mineralizacao no final do

ensaio tendo como principal produto final o didxido de carbono, enquanto outros anodos de
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diferentes materiais, levam a uma oxidacao muito mais suave e ineficaz. A interacao dos
radicais hidroxilo formados durante o processo eletroquimico com a superficie do elétrodo
pode ser responsavel pela diferenca de comportamento dos diferentes materiais usados como

anodo.

Neste trabalho em especifico, vamos utilizar dois anodos de diferentes materiais o Ti/PbO, e
o Ti/Pt/Pb0, e tentar perceber o mecanismo da oxidacdo eletroquimica usando estes

elétrodos na degradacao dos farmacos a degradar.

Na degradacao de farmacos os elétrodos a base de grafite com uma distribuicdo eletrdnica
sp?, outros de metais (Pt, Ti/Pt), alguns de dxidos metalicos (IrO,, RuO,), e dxidos metalicos
mistos (contendo diferentes metais como Ir, Ru, e dxidos de Mo), tém uma baixa eficiéncia na
oxidacdo de compostos organicos. Estes anodos promovem uma suave oxidacdo de compostos
organicos, formando uma grande quantidade de intermediarios, a maior parte sdo compostos
aromaticos, que sao lentamente degradados em acidos carboxilicos que sdo pouco oxidaveis,
com baixas taxas de mineralizacdo. A baixa eficiéncia é ainda mais significativa com a
utilizacdo dos materiais a base de grafite, uma vez que durante os processos eletroquimicos
também podem ser eletroquimicamente incinerados (transformados em CO,;) quando sao
utilizadas elevadas densidade de corrente. Num anodo com baixa eficiéncia de oxidacao (M)
(Equacao 4), indicando a ndo existéncia de radicais hidroxilo livres perto da superficie do
anodo, significa que a oxidacdo é realizada por meio de um estado de oxidacdo mais elevado

da superficie do elétrodo causada indiretamente pelos radicais hidroxilo (Feng et al., 2013).
M+H,0 — MO + 2H" + 2¢ %)

Outros elétrodos de dxidos metalicos e oxidos metalicos mistos (aqueles contendo PbO, e/ou
Sn0,) e os elétrodos de diamante (BDD) sao considerados como elétrodos de alta eficiéncia na
oxidacdo de compostos organicos. Estes elétrodos promovem a mineralizacdo dos produtos
organicos sem formacdo de muitos produtos intermediarios, este processo apenas é limitado

pelo controlo de transporte de massa.

Os elétrodos de 6xidos metalicos ndo sao estaveis durante a inversao de polaridade pelo que
s6 devem ser usados como anodo. No entanto, para correntes anddicas elevadas onde a
libertacdo de oxigénio a superficie do elétrodo pode ser violenta originando a desagregacdo
de graos do filme de PbO,, os quais podem chegar ao catodo e ser reduzidos a Pb*
contaminando a solucdo ou até reduzir-se a Pb e depositar-se no catodo. O uso destes
elétrodos pode ter a desvantagem para aplicacao deste tratamento eletroquimico em aguas

residuas, uma vez que pode haver libertacdo de chumbo (Feng et al., 2013).
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Capitulo 3

Materiais e Métodos

Neste capitulo apresentar-se-a uma breve descricao dos compostos farmacéuticos estudados,
a tetraciclina e a oxitetraciclina, sendo também referidos todos os equipamentos
laboratoriais utilizados na realizacdo deste trabalho. Sera feita ainda uma breve descricao
sobre a montagem e o funcionamento da célula eletrolitica utilizada nos ensaios de
electrodegradacao dos compostos farmacéuticos estudados, bem como as condicoes
experimentais testadas. Por ultimo, é apresentada uma breve descricio dos métodos
utilizados na monotorizacao dos ensaios de electrodegradacdao, nomeadamente, a Caréncia
Quimica de Oxigénio (CQO), o Carbono Organico Total (TOC), o Azoto Total (TN), a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC- High Pressure Liquid Chromatography) e a
Cromatografia Liquida-Espetrometria de Massa (LC-MS).

3.1-Reagentes

Os farmacos estudados neste trabalho foram a tetraciclina (TC) e a oxitetraciclina (OTC),
ambos da Sigma-Aldrich. Estes farmacos apresentam-se sobre a forma de p6. Na tabela 3.1

podemos ver algumas das suas propriedades.

Tabela 3.1- Propriedades dos compostos farmacéuticos utilizados no estudo.

Nome Tetraciclina Oxitetraciclina dihidratada

Estrutura Quimica

Férmula Molecular C22H24N208 C22H24N209.2H20
Massa molar 444,43 g/mol 496,46 g/mol
Grau de Pureza >98,0% >99,0%
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Na Tabela 3.2, apresentam-se as caracteristicas do eletrolito suporte utilizado na realizacao

dos ensaios da degradacéo eletroquimica.

Tabela 3.2- Caracteristicas do eletrolito suporte.

Foérmula Grau de pureza Massa
Reagente L. ; Marca
Quimica (%) molecular/g.mol’
Sulfato de
L K,SO4 99 174,259 Scharlau
potassio

Na tabela 3.3 encontram-se as caracteristicas dos reagentes usados na realizacao dos varios

métodos de analise.

Tabela 3.3- Reagentes utilizados nos varios métodos de analise.

Grau de pureza

Método analitico Reagentes %) Marca
(]
K,Cr,05 99 Panreac
H,SO, 95-97 Sigma-Aldrich
cQo Ag,S0, 98,5 Carlo Erba
HgSO, 99 Fluka
FeH,oN,044S, 99 Panreac
HCl 37 VWR
TOC/TN
H3P04 85 Fluka
CH5CN 99 Merck
EDTA -- Sigma-Aldrich
HPLC / LC-MS
H2C204 -- Fluka
CH;0H 99,9 Carlo Erba
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3.2-Equipamento

No teste da Caréncia Quimica de Oxigénio, o acido sulfurico/sulfato de prata foi medido
através de um doseador de acido Socorex calibrex 520 (Figura 3.1-A). Para homogeneizar as
amostras foi utilizado um vértex VWR VV3 (Figura 3.1-B). O digestor usado neste teste foi da
Merck Spectroquant TR 420 (Figura 3.1-C), e a titulacao foi efetuada utilizando um titulador

automatico Metrohm 876 Dosimat Plus (Figura 3.1-D).

A B c D
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 Carbono Organico Total (TOC) e Azoto Total (TN) foram determinados
recorrendo-se a um analisador TOC da Shimatzu, modelo TOC-Vcsy, acoplado a uma unidade
de medida de TN, modelo TNM-1 (Figura 3.2).

Figura 3.2 - Analisador TOC e TN da Shimatzu, modelo TOC-Vcsy

A analise cromatografica foi efectuada utilizando-se um sistema de HPLC da Shimadzu, que

possui as seguintes componentes: uma unidade de desgaseificacao dos eluentes, modelo DGU-
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As prominence, bomba quartenaria, modelo LC-20 AD, um forno para colunas, modelo CTO-

20Ac e um detector espectrofotomeétrico de fotodiodos, modelo SSPD-M20A (Figura 3.3).

Figura 3.3 - Cromatografo de HPLC (Shimadzu)

Os espetros de massa foram obtidos com o auxilio de um sistema LC-MS da Thermo Fisher
Scientific LCQ Fleet LC-MS (Figura 3.4).

ot

Figura 3.4 - LC-MS da Thermo Fisher Scientific
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3.3-Ensaios de Degradacao Eletroquimica

Os ensaios de degradacao da tetraciclina e da oxitetraciclina foram realizados num sistema
que opera em modo “batch” com agitacao (100 rpm), utilizando uma placa de agitacao e um
agitador magnético. A montagem utilizada para a realizacdo destes ensaios encontra-se
esquematizada na Figura 3.4, sendo composta por uma fonte de alimentacao e por uma célula
eletroquimica que contém como anodo um elétrodo de Ti/Pt/Pb0O, ou de Ti/Pb0O,, com uma
area de 10 cm?, e como catodo uma placa de aco inoxidavel, com a mesma area, sendo que a

distancia entre os elétrodos é de 2 cm.

Figura 3.4 - Montagem experimental usada nos ensaios de degradacao eletroquimica.

Os ensaios de degradacédo eletroquimica foram realizados com uma concentracao inicial de
100 ppm do composto a degradar, tendo-se utilizado como eletrolito suporte K,504, com uma

concentracdo de 2,5g L.

Para cada ensaio utilizou-se um volume inicial de solucdo de 210 mL. Antes do inicio do
ensaio, isto € antes de ligar a fonte de alimentacdo, retirou-se 10 mL de solucdo que
corresponde a amostra das 0 h. Os ensaios tiveram a duracao de 6 horas, com recolha de

amostra de 10 mL, em intervalos de 60 minutos.

No decurso deste trabalho laboratorial, foram estudadas diferentes condicées experimentais,
com diferentes elétrodos (Ti/Pt/PbO, ou Ti/Pb0,), diferentes compostos farmacéuticos
(tetraciclina ou oxitetraciclina) e diferentes densidades de corrente (10 e 20 mA cm™?), a fim
de estudar qual o comportamento destes farmacos durante a degradacao eletroquimica. Na

tabela 3.4 encontra-se uma compilacao das condicoes experimentais utilizadas.
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Tabela 3.4 - Condicoes experimentais utilizadas nos ensaios de degradacao de farmacos.

Densidade de corrente

Anodo Farmaco a degradar
aplicada (mA cm?)
Tetraciclina
Ti/Pt/PbO,
Oxitetraciclina
10 —
Tetraciclina
Ti/PbO,
Oxitetraciclina
Tetraciclina
Ti/Pt/PbO,
Oxitetraciclina
20
Tetraciclina
Ti/PbO,

Oxitetraciclina

3.4-Monitorizacao dos Ensaios da Degradacao Eletroquimica

A eficiéncia da electrodegradacédo foi monitorizada por determinacbes de Caréncia quimica
de oxigénio, Carbono organico total, Azoto total e analise por Cromatografia liquida de alta
eficiéncia, com deteccdo espectrofotométrica e Cromatografia liquida de alta eficiéncia

acoplada a Espetrometria de massa.
3.4.1-Caréncia Quimica de Oxigénio

A Caréncia Quimica de Oxigénio (CQO) é usada para medicdo do oxigénio equivalente da
matéria organica contida numa amostra, que seja suscetivel de ser oxidada por um oxidante
forte. A sua determinacao foi efetuada segundo métodos padrao da Standard Methods (Eaton

et al., 2005) e a técnica experimental usada esta descrita no Anexo 1.
3.4.2-Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Na técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) usada a coluna é fechada, e
pode ser utilizada inimeras vezes; as colunas utilizadas sao bastante eficientes, mas
oferecem resisténcia a passagem da fase modvel, necessitando de sistemas de bombas de alta
pressao, que fazem com que a velocidade da eluicdo aumente. As analises sao mais precisas,
pois a passagem da fase movel é facilmente controlada. A injecao é feita com microsseringas
ou através de valvulas de injecdo. Este método tem alta resolucao, sensibilidade e

reprodutibilidade, embora os equipamentos sejam caros, tal como a manutencao e a

operacao.
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Para que um solvente possa ser utilizado como fase mével (FM) no HPLC deve apresentar alto
grau de pureza, sem decompor 0s seus componentes, para que estes sejam transportados pela
coluna sem que haja modificacdo, e nao deve dissolver a fase estacionaria, deve ser
compativel com o detetor, ndo ser toxico e ter baixa viscosidade, pois isso ira interferir
diretamente na eficiéncia da separacao, pois os solventes viscosos além de dificultarem a
transferéncia de massa entre a fase movel e a fase estacionaria, também influenciam a

velocidade da passagem da fase movel.

Uma fase movel adequada é essencial para o bom funcionamento da técnica de HPLC. Por
isso, € necessario examinar todos os fatores que determinam sua escolha, como a sua
polaridade, que determina o seu poder de eluicao, juntamente com a polaridade da fase
estacionaria e com a natureza dos componentes da amostra. Se a separacao for com fase
normal, o poder de eluicdo aumenta com o aumento da polaridade; se a separacao for em
fase reversa, o poder de eluicao diminui com o aumento da polaridade. Outros fatores que
também devem ser considerados sdo o ponto de ebulicdo, a viscosidade, e a compatibilidade

com o detetor.

As fases estacionarias (FE) que sao utilizadas no HPLC devem ter uma alta resolucao entre os
componentes da amostra, ser de facil introducdo na coluna, ter um diametro uniforme,

particulas porosas ou peliculares e serem solidas.

A técnica de HPLC foi utilizada para a avaliacdo quantitativa da TC e da OTC durante os
varios ensaios de oxidacdo anddica. A analise cromatografica foi efetuada recorrendo-se ao
sistema de HPLC com detetor de fotodiodos, mencionado anteriormente, utilizando-se uma
coluna analitica de fase reversa RP-18 Purospher® STAR (Merk) (250 mm x 4 mm, 5 pm). Foi
usado um modo de eluicdo isocratica, com um fluxo da fase movel igual a 1 mL min’",
utilizando-se como fase mével uma mistura de 30% de acetonitrilo e 70% de uma solucao de
acido oxalico (10 mM), temperatura de 30 °C e comprimento de onda de deteccado de 374 nm.

Todas as solucgdes feitas na preparagao da fase movel foram efetuadas com agua Millipor.

Em todas as analises cromatograficas, as amostras, bem como o eluente, foram filtrados
usando filtros de seringa com uma membrana de polipropileno de 0,45 um (VWR), e filtros de
polipropileno hidrofilico (PAL), de 0,45 um, respectivamente. Todas as solucdes aquosas

foram preparadas usando agua desionizada tipo Mili-Q.
3.4.3-Cromatografia Liquida acoplado a Espetrometria de Massa

O LC-MS é uma técnica analitica que combina a capacidade de separacdao da cromatografia
liquida (HPLC), com a analise de espetrometria de massa (LC-MS). E uma técnica com elevada
sensibilidade e seletividade, sendo bastante utilizada na separacao e detecao de produtos

quimicos de massas especificas na presenca de outros produtos quimicos (misturas
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complexas), como por exemplo substancias puras a partir de misturas dos seus intermediarios

quimicos.

A espetrometria de massa mede a razao massa/carga (m/z) de particulas carregadas, € usada
para determinar as massas de ides, a composicao elementar de uma amostra e/ou para
elucidacdo da estrutura quimica de moléculas, tais como péptidos ou outros compostos

quimicos.

Os componentes da amostra sao ionizados para gerar “moléculas carregadas” ou fragmentos
de moléculas e medir a razao de m/z, para isso a amostra sofre uma vaporizacao no aparelho
de MS, os componentes da amostra sao depois ionizados através do impacto de um feixe de
eletrées, o que resulta na formacdo de particulas com carga (ides). Os ides sdao depois
separados de acordo com a relacdo m/z por um analisador de campos magnéticos sendo

depois quantificados e o sinal transformado em espetro de massa.

0 aparelho de MS é dividido em trés modulos, uma fonte de iGes que converte as moléculas
da amostra em fase gasosa em ides, um analisador de massa, que ordena os ioes pelas suas
massa através da aplicacdo de campos eletromagnéticos e por Gltimo um detetor que mede o
valor da quantidade de cada um dos ides presentes e assim fornece dados para calcular a
abundancia de cada ido presente.

Na analise LC-MS usou-se um aparelho da Thermo Scientific equipado com uma coluna C18 da
Thermo Fisher Scientific (150 mm x 4.6 mm, 5 pm). O volume de injecao foi de 10 uL (full
loop), com um regime de eluicdo isocratico e com um fluxo da fase movel igual a 0,1 mL min’
! utilizou-se como eluente uma mistura de 40% de Acetonitrilo e 60% Acido Oxalico (10 mM).
A coluna opera a uma temperatura de 30 °C. No analisador de massa usamos um detetor
Triplo Quadrupolo, detetor equipado com ionizacao por electrospray. O analisador operou em
modo de ionizacao positivo, com uma corrente de 37,50 pA e uma tensdo de 4,96 kV, no
capilar utilizamos uma temperatura de 275,00 °C e uma tensdo de 15,30 V. Como as
tetraciclinas tém tendéncia a formar compostos quelantes foi adicionado EDTA (5 g L") e
depois foram acidificadas todas as solucoes a pH 2 com HCl. Todas as solucoes feitas na

preparacao do eluente foram efetuadas com agua desionizada tipo Mili-Q.

As amostras, bem como o eluente, foram filtrados usando filtros de membrana celuldsica
(VWR) de 0,45 pm, e filtros de polipropileno hidrofilico (PAL), de 0,45 um, respectivamente,

antes de entrarem no sistema cromatografico.
3.4.4-Carbono Organico Total

No presente trabalho, para monitorizar a potencial mineralizacdo da tetraciclina e da

oxitetraciclina durante os ensaios de oxidacao anoddica, determinou-se o carbono organico
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total. Como as amostras ndo apresentavam carbono inorganico, considerou-se que o valor de
carbono organico total era igual ao carbono total (CT). O CT foi determinado usando-se o
método de combustdo a alta temperatura. Este método baseia-se na oxidacdo completa da
amostra, num fluxo de ar puro, na presenca de um catalisador de Pt suportado em esferas de
alumina, num forno tubular de quartzo. Apos a vaporizacao da amostra, o carbono é oxidado
a CO, e H,0. 0 CO;, resultante da oxidacdo do carbono organico e do inorganico, depois de
passar por um desumidificador, é transportado pelo gas de arraste e € medido por meio de

um detetor de gas de infravermelho nao dispersivo.

As amostras recolhidas ao longo dos ensaios de oxidacao anddicas foram diluidas cinco vezes,

e acidificadas usando uma solucao de acido sulfurico 0,01 M.

A determinacao das concentragdes de carbono total foi efetuada por intermédio de uma curva

de calibracao, tracada a partir de solugdes de padrao de hidrogenoftalato de potassio.

3.4.5-Azoto Total

Para monitorizar o decaimento do Azoto Total (TN) das amostras de tetraciclina e
oxitetraciclina durante os ensaios utilizou-se o0 mddulo no Azoto Total acoplado ao analisador
de TOC da Shimatzu.

Este mddulo analisa o azoto total sem precisar de adicionar quaisquer produtos quimicos e
ndao produz nenhum residuo. As amostras que contém azoto sao introduzidas num tubo de
combustao rico em oxigénio com um catalisador de platina a uma temperatura de 720°C. O
azoto é entdo convertido em mondxido de azoto (NO), oxidado a dioxido de azoto (NO;) na
presenca de ozono, sendo posteriormente analisado por um detetor de quimioluminescéncia.

Todos os gases derivados do azoto sao filtrados e em seguida libertados para a atmosfera.

Todas as amostras recolhidas ao longo do tempo foram diluidas duas vezes antes de serem
analisadas. A determinacao das concentragbes de azoto total foi efetuada por intermédio de

uma curva de calibracéo, tragada a partir de solucdes de padrao de nitrato de potassio.
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Capitulo 4

Resultados e Discussao

Neste trabalho foi realizado o estudo da eletrodegradacao de varios farmacos com diferentes
elétrodos e diferentes intensidades de corrente aplicada, apresentando-se, neste capitulo, os
resultados obtidos. A eficiéncia da eletrodegradacao foi monitorizada por determinacdes de
CQO, TOC, TN, HPLC e LC-MS. Em todos os ensaios realizados a concentracao inicial de
composto a degradar foi de 100 ppm, tendo-se usado como eletrélito suporte 2,5 g L' de
K,SOy.

4.1- Analise dos resultados de CQO e de TOC

Na degradacdo eletroquimica da tetraciclina e da oxitetraciclina foram efetuados ensaios
usando como elétrodos o Ti/Pt/PbO, e o Ti/Pb0,. Nas figuras 4.1 e 4.2 apresentam-se 0S
resultados obtidos para as relacdées TOC/TOCye CQO/CQO, das amostras recolhidas ao longo

do tempo.

Como se pode observar pela Figura 4.1-A, o decaimento do TOC no ensaio realizado com a
tetraciclina é mais rapido quando se utiliza o Ti/Pb0O,, embora este efeito so seja visivel apds
as duas primeiras horas de ensaio. Contudo, com o Ti/Pt/Pb0O; no fim do ensaio verifica-se um

decaimento global similar.

No ensaio realizado com a oxitetraciclina (Figura 4.1-B) utilizando o Ti/Pb0O, como elétrodo
ha um decaimento do TOC mais acentuado nas duas primeiras horas de ensaio, mantendo-se
depois praticamente constante ao longo do ensaio. Por outro lado, utilizando como elétrodo o
Ti/Pt/Pb0O, observamos um decaimento gradual ao longo do ensaio, obtendo-se no final das

seis horas de ensaio uma maior eficiéncia de degradacéo da oxitetraciclina.

A influéncia do material de elétrodo na degradacao dos diferentes farmacos estudados pode
ser visualizada na Figura 4.1, C e D. Podemos observar que utilizando o Ti/Pt/PbO, se obteve
um decaimento muito mais acentuado do TOC no caso da oxitetraciclina quando comparado
com os resultados obtidos para a tetraciclina. Por outro lado, quando utilizamos o Ti/PbO, ha
um maior decaimento do TOC nos ensaios realizados com a tetraciclina a partir da segunda
hora de ensaio, embora ao fim das seis horas os resultados sejam muito idénticos para os dois

poluentes.
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Figura 4.1- Evolucdo da razao TOC/TOC, ao longo do tempo na oxidacdo anddica da Tetraciclina e da
Oxitetraciclina com os elétrodos Ti/Pt/PbO, ou Ti/Pb0,, usando como eletrélito suporte 2,5 g L de

K,S0, e uma densidade de corrente aplicada de 10 mA cm™.

O decaimento de CQO da tetraciclina € muito mais acentuado no inicio do ensaio de
eletrodegradacao quando se utiliza como elétrodo o Ti/PbO,, como podemos observar pela
Figura 4.2-A. Esta diferenca inicial vai-se reduzindo ao longo do ensaio, sendo, no final, os
resultados praticamente independentes do material de elétrodo. Em relacao a oxitetraciclina

(Figura 4.2-B) observa-se uma situacao muito semelhante.

Quando se compara o comportamento dos dois farmacos face ao mesmo material de elétrodo
(Figura 4.2: C - Ti/Pt/Pb0O,; D - Ti/Pb0,), verifica-se que o decaimento da CQO é semelhante,

qualquer que seja o material de anodo.

Uma analise conjunta de todos os resultados apresentados nas figuras 4.1 e 4.2 permite

concluir que:

e A oxitetraciclina tem mais facilidade em sofrer combustdo no material de anodo
Ti/Pt/Pb0, face a tetraciclina, pois neste material os decaimentos da CQO sao
maiores para a tetraciclina e os do TOC sao maiores para a oxitetraciclina.

e No material de anodo Ti/PbO, os decaimentos iniciais de CQO e de TOC sdo maiores,

sendo seguidos de uma espécie de “patamar”. Este comportamento parece indicar a
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possivel formacao de intermediarios mais resistentes a oxidacdo do que os compostos

de partida.
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Figura 4.2- Evolucao da razao CQO/CQO, ao longo do tempo na oxidacdo anddica da Tetraciclina (A) e

da Oxitetraciclina (B) com os elétrodos Ti/Pt/Pb0O, (C) ou Ti/Pb0, (D), usando como eletrolito suporte

2,5 g L' de K,S0, e uma densidade de corrente aplicada de 10 mA cm,
4.2-Analise dos resultados obtidos do Azoto Total

A fim de determinar o decaimento do azoto total durante a eletrodegradacao dos farmacos
procedeu-se a sua determinacdo. Como podemos observar pela Figura 4.3-A, a taxa de
remocao do azoto na degradacao da tetraciclina é muito baixa, em qualquer dos materiais de
anodo, indicando a formacgao de algum composto azotado muito resistente a oxidagcdo. Em
relacdo a oxitetraciclina (Figura 4.3-B), o comportamento é muito distinto nos dois anodos
estudados, verificando-se uma remocao de azoto bastante superior no caso dos ensaios

realizados com o Ti/Pb0O,.
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Figura 4.3- Evolucao da razdao TN/TNjao longo do tempo na oxidacdo anddica da Tetraciclina (A) e da
Oxitetraciclina (B) a uma densidade de corrente aplicada de 10 mA cm?, usando como eletrolito suporte
2,5 g L de K,S0,, e diferentes elétrodos, o Ti/Pt/PbO, e o Ti/Pb0,.

4.3- Influéncia da densidade de corrente aplicada

Determinou-se a concentracao da tetraciclina e da oxitetraciclina por HPLC nas amostras
recolhidas ao longo do tempo, nos ensaios realizados com diferentes materiais de elétrodo e a
diferentes densidades de corrente aplicada. Os resultados obtidos encontram-se apresentados

nas Figuras 4.4 e 4.5.

Pela analise dos dados da figura 4.4, que diz respeito a degradacado eletroquimica com uma
intensidade de corrente de 10 mA cm, podemos observar que o elétrodo nao platinizado
promove uma eliminacao mais rapida das duas tetraciclinas, promovendo, consequentemente,
a sua conversao noutras espécies organicas, pois as diferencas de comportamento dos
materiais de elétrodo face aos decaimentos da CQO e do TOC n&o sao tao dispares como o do
decaimento da concentracao. Esta diferenca de comportamento dos elétrodos na eficiéncia
da degradacao eletroquimica pode ser devida a presenca da Pt no elétrodo, pois este metal
apresenta uma baixa eficiéncia na oxidacdo de compostos organicos. Na realidade, estes
anodos promovem uma suave oxidacdo dos compostos organicos, formando uma grande
quantidade de intermediarios, com baixas taxas de mineralizacdo. Embora a platina esteja
revestida com o Pb0,, existe alguma porosidade nos filmes, que pode permitir a platina

evidenciar as suas caracteristicas adsortivas elevadas.
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Figura 4.4- Evolucao da concentracao da Tetraciclina (A), e da Oxitetraciclina (B), determinada por
HPLC, ao longo do tempo para os ensaios realizados com diferentes materiais de elétrodo a uma
densidade de corrente 10 mA cm™.

Pela analise da Figura 4.5 podemos observar um comportamento similar utilizando uma
densidade de corrente de 20 mA cm™, pois com o elétrodo ndo platinizado obteve-se uma
maior eficiéncia na degradacdo da tetraciclina e da oxitetraciclina, confirmando, assim, as

conclusoes anteriores.
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Figura 4.5- Evolucao da concentracao da Tetraciclina (A) e da Oxitetraciclina (B), determinada por
HPLC, ao longo do tempo para os ensaios realizados com diferentes materiais de elétrodo a uma

densidade de corrente de 20 mA cm.

Nas Figuras 4.6 e 4.7 apresentam-se os resultados das Figuras 4.4 e 4.5 representados por
material de elétrodo, a fim de estudar o efeito da densidade de corrente aplicada no

decaimento da concentracao das tetraciclinas.

Pela analise da Figura 4.6 podemos afirmar que, quando se utiliza o Ti/Pt/PbO, como anodo
um aumento da densidade de corrente é sinonimo de uma maior eficiéncia na degradacao das

tetraciclinas.
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Figura 4.6- Evolucao da concentracao da Tetraciclina (A), e da Oxitetraciclina (B), determinada por
HPLC, ao longo do tempo para os ensaios realizados com o elétrodo de Ti/Pt/Pb0O, a densidades de

corrente de 10 mA cm™e de 20 mA cm™.

Comparando o decaimento da concentracao das tetraciclinas quando utilizamos Ti/PbO, como
anodo (Figura 4.7) podemos concluir que ndao ha uma diferenca muito significativa na
eficiéncia de degradacdo. Este comportamento indica que o aumento da intensidade de
corrente aplicada com este anodo pode desencadear reacdes paralelas no meio da solucao,
que conduzem a diminuicdo da eficiéncia do processo de oxidacdo destes compostos, sendo
que todo o processo é controlado pela transferéncia do poluente para o anodo. O excesso de
carga sera consumido em reacdes dos radicais hidroxilo que envolvem, principalmente, a

oxidacao do radical a O,.
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Figura 4.7- Evolucao da concentracao da Tetraciclina (A), e da Oxitetraciclina (B), determinada por
HPLC, ao longo do tempo para os ensaios realizados com o elétrodo Ti/PbO, a densidades de corrente de

10 mA cm™? e de 20 mA cm™.

Na tabela 4.1 apresentam-se as percentagens de remocao dos poluentes em estudo,
calculadas a partir das concentracdes determinadas por HPLC, ao fim de 120 minutos, para os

ensaios realizados com diferentes farmacos, usando diferentes elétrodos e diferentes

36



Estudo da degradacao eletroquimica das tetraciclinas

densidades de corrente aplicada. Através da analise dos valores obtidos podemos concluir

que:

e Utilizando o Ti/Pt/Pb0O, como anodo ha um aumento significativo da eficiéncia na
degradacao tanto na tetraciclina como na oxitetraciclina, quando a intensidade de
corrente passa de 10 para 20 mA cm™. Este comportamento indica que com o anodo
platinizado se formam intermediarios dificeis de oxidar, que levam a passivacdo do
anodo para densidades de corrente inferiores. Esta dificuldade ¢, contudo,
ultrapassada pelo aumento da densidade de corrente, que deve conduzir a um
mecanismo onde a influéncia dos processos indiretos aumenta.

e O aumento da intensidade de corrente aplicada quando se utiliza como anodo o
Ti/Pb0O, nao traz beneficios a degradacao eletroquimica uma vez que a remocao dos
farmacos analisados foi similar. Este anodo, sem a platinizacdo, deve ser menos
sensivel a polarizacdo, sendo os processos de oxidacao indireta importantes mesmo a

densidades de corrente inferiores.

Tabela 4.1- Remocdo na concentracdo dos antibidticos, determinada por HPLC, ao fim de 120 minutos

de ensaio.

% Remocao do farmaco

Corrente Aplicada Tetraciclina Oxitetraciclina
2
/mA cm Ti/Pt/PbO, Ti/PbO, Ti/Pt/PbO, Ti/PbO,

4.4- Analise dos produtos de degradacao por LC-MS

A espetrometria de massa permite o estudo de uma amostra através da analise e
caracterizacao do espetro de massa dos ides formados em fase gasosa, de acordo com a sua
massa, carga e estrutura. No espetro da MS podemos observar a razao entre a massa e o

numero de carga (m/z) de cada iao em funcao da sua intensidade ou abundancia relativa.

Na Figura 4.8 e 4.9 podemos observar, respetivamente, os espetros de massa da tetraciclina e
da oxitetraciclina, em solucées com uma concentracao de 100 ppm e sem eletrolito suporte
adicionado. Como podemos observar, a tetraciclina tem uma razao m/z de 445,15 uma vez
gue estamos a usar uma molécula protonada ( [M+H]*), ou seja, a ionizacao esta a operar em

modo positivo. Em relacao a oxitetraciclina, observa-se uma razdao m/z de 461,22, também
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para a molécula protonada [M+H]’, i.e., a ionizacdo uma vez mais esta a operar em modo

positivo.

Relative Abundance
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Figura 4.8 - Espetro de massa da tetraciclina
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Figura 4.9 - Espetro de massa da oxitetraciclina

Para saber mais informacgdes estruturais sobre as amostras fomos sujeita-las a uma energia de
fragmentacdo, que se da por meio de colisbes da amostra com um gas neutro (N;), em

condicoes controladas dentro do proprio analisador de MS.

Na tabela 4.2 podemos observar a razao m/z resultante quando aplicamos diferentes energias
de fragmentacdo. A tetraciclina tem uma perda de 18 na razdo m/z, o que corresponde a
perda de H,0 [M+H-H,0]", gerando depois [M+H-H,0-NH;]", que corresponde a saida de NH; e
perda total da razdo m/z de 35. O caso da oxitetraciclina, € um pouco diferente, pois a perda
da razdo m/z de 17 corresponde a perda do NH; [M+H-NH;]*, com perda posterior da H,0
[M+H-NH3-H,07", que corresponde a perda global da razao m/z de 35, como podemos observar
na Tabela 4.2. Estes resultados estao concordantes com a bibliografia consultada. (Zhu et al.,
2001; Jia et al., 2009; Khan et al., 2010)
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Tabela 4.2- Energia de fragmentacao aplicada e fragmentos derivados das amostras de composto.

Energia de
Composto lIao Percursor Produto
fragmentacao (eV)
20 427
Tetraciclina 445
30 410
20 444
Oxitetraciclina 461
30 426

A Figura 4.10 pretende resumir o que acontece quando se aplica uma determinada energia de
fragmentacao nas nossas amostras. Em ambos os casos, tanto na tetraciclina como na

oxitetraciclina, podemos observar a saida da H,0 e NH; (Zhu et al., 2001; Borghi et al., 2014).

Tetraciclina
CHy GHs CH4
cH * CHa H-NECH 4
Ho, SMa HNZGHy - 3 e L -
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Figura 4.10- Produtos de fragmentacao das tetraciclinas (adaptado de Zhu et al., 2001; Borghi et al.,
2014)

Os espetros da Figura 4.11 permitem perceber melhor a que corresponde cada pico da razao
m/z e, partindo da massa do composto inicial, fazer a correspondéncia aos fragmentos

responsaveis pelos novos valores da razao m/z.
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Figura 4.11- Espetros dos produtos de fragmentacao das tetraciclinas (A) Tetraciclina (B) Oxitetraciclina
(adaptado de Zhu et al., 2001).

De forma a estudar os produtos formados durante a degradacdo eletroquimica resultantes da
mineralizacao das tetraciclinas foram feitas analises LC-MS as amostras recolhidas ao longo da
sua degradacao eletroquimica, o que permite obter a razao m/z e a abundancia relativa dos
produtos que se vao formando. Na figura 4.12 podemos observar o cromatograma da
degradacao eletroquimica da tetraciclina obtido ao longo do tempo, utilizando o Ti/PbO,
como elétrodo. A amostra foi diluida de 1:2 com EDTA 5 g L' e acidificada a pH 2 com HCL.
Podemos ver pela Figura 4.12 o decaimento do nosso produto inicial (tempo de retencao

+19,55 min) e a formacao de produtos de degradacao (tempo de retencao + 15,0 min).

Este facto permite-nos concluir que ha formacdo de intermediarios durante a degradacao

eletroquimica da tetraciclina e que sao detetados na separacao.
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Figura 4.12- Cromatogramas de LC da tetraciclina, longo do tempo de ensaio de degradacao (0, 30, 60 e

120 min), usando Ti/Pb0O, como elétrodo.

O espetro de massa da Figura 4.13 mostra a razdo m/z e a abundancia relativa dos produtos
formados durante a degradacao eletroquimica da tetraciclina ao fim de 120 min de ensaio.
Podemos verificar que se formam inimeros produtos de degradacao durante o ensaio, o que
dificulta a sua identificacao. Verifica-se a formacao de compostos com massa superior ao
composto inicial, que pode dever-se a formacdao de dimeros ou polimeros da tetraciclina
durante a sua degradacdo, tendéncia ja mencionada por alguns autores que referem a
formacao de quelatos (Jia et al., 2009). Esta tendéncia, aliada ao facto da coluna utilizada na
separacao dos intermediarios da degradacao formados, durante o ensaio da oxidacdo anddica,
nao ser a mais indicada para este tipo de compostos, vai dificultar a interpretacao dos
resultados.
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Figura 4.13- Espetro de massa da tetraciclina, em EDTA5 g L" e a pH 2, com 120 min de ensaio usando

Ti/PbO, como elétrodo.

Pela analise do espetro da fig 4.13 e usando dados da bibliografia consultada, podemos
identificar os valores m/z de alguns fragmentos ionicos com alguns intermediarios referidos
em mecanismos da degradacdo eletroquimica da tetraciclina propostos por alguns autores e
apresentados na fig 4.14. No espetro de massa obtido experimentalmente para a tetraciclina
consegue-se identificar o fragmento idnico com m/z=279, que apresenta uma intensidade
significativa e que, de acordo com o mecanismo de degradacdo proposto, podera identificar
um dos intermediarios formados apods a saida do grupo amida. Os restantes intermediarios
propostos no mecanismo de degradacdao poderdao também ser identificados com alguns
fragmentos que aparecem no espetro, por vezes, com baixa intensidade dos respetivos picos.
Além de fragmentos de massa inferior a do composto inicial, aparecem no espetro de massa
valores de m/z superiores ao do composto inicial, que corresponderao a degradacdes de

polimeros formados durante a parte inicial dos ensaios de eletroquimicos. Contudo, devido
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em parte ao facto da coluna utilizada na separacao destes compostos nao ser a mais indicada
para a separacao deste tipo de compostos, a identificacdo de algumas destas espécies s6 pode

ser feita com base na pesquisa bibliografica efetuada.

Na Figura 4.14 podemos observar um dos possiveis mecanismos de degradacdo da tetraciclina
e os produtos formados durante a oxidacdo anoddica (Zhu et al., 2001; Borghi et al., 2014).
Como podemos ver, o composto inicial, neste caso a tetraciclina (m/z=445), é “atacado”
pelos radicais hidroxilo (OH’), atacando a amida (m/z=447) e consequentemente permitindo a
abertura do anel (m/z=279). Outra possibilidade é a saida de um grupo metano (CH,),

permitindo posteriormente a abertura do anel (m/z=277).
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Figura 4.14- Produtos de degradacao da tetraciclina (adaptado de Borghi et al., 2014)

Na Figura 4.15 podemos observar os cromatogramas obtidos ao longo do tempo da degradacao
eletroquimica da oxitetraciclina. Uma vez mais os resultados vdo de acordo com os
anteriormente obtidos na degradacdo eletroquimica da tetraciclina, visto que os produtos
estdao a ser detetados na cromatografia liquida. Como podemos constatar, ha um aumento
significativo ao longo do tempo do pico com um tempo de retencao a volta dos 15,50 min,

que correspondera a formacao de intermediarios na degradacdo deste composto.
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Figura 4.15- Cromatograma de LC da oxitetraciclina, em EDTA5 g L™ e a pH 2, ao longo do tempo de

ensaio de degradacao (0, 30, 60 e 120 min), usando Ti/PbO, como elétrodo.

0 espetro de massa da Figura 4.16 mostra a razdo m/z e a abundancia relativa dos produtos

formados durante a degradacdo eletroquimica da oxitetraciclina, ao fim de 120 min de

ensaio. Uma vez mais, podemos afirmar que se formam inimeros produtos de degradacao

durante o ensaio decorrido, que vao dificultar a sua identificacdo. Também aqui nao foi

utilizada a coluna adequada para a separacao dos intermediarios da oxitetraciclina, formados

durante a oxidacdo anddica.
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Figura 4.16- Espectro de massa da oxitetraciclina, em EDTA5 g L' e a pH 2, com 120 min de ensaio

usando Ti/PbO, como elétrodo.

A Figura 4.17 mostra alguns dos possiveis produtos da degradacdo eletroquimica da
oxitetraciclina. Uma vez mais, recorremos a bibliografia para interpretar os espetros de
massa obtidos e tentar perceber as estruturas moleculares dos produtos de degradacao
obtidos (Jeong et al., 2010). Também aqui é apresentada a possibilidade da saida do grupo
amida como um dos primeiros grupos a abandonar a molécula de oxitetraciclina durante a

oxidacdo anodica.
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Figura 4.17- Produtos de degradacao da oxitetraciclina (adaptado de Jeong et al., 2010)

Apesar de a coluna utilizada na separacao nao ser a mais indicada na separacao deste tipo de

compostos e consequentemente dificultar a interpretacao dos resultados obtidos, ainda assim
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foi possivel identificar o pico m/z=476, que correspondera ao ataque do grupo hidroxilo a

oxitetraciclina, de acordo com a bibliografia (Jeong et al., 2010).

Embora na bibliografia seja referido que durante a degradacdo eletroquimica tanto da
tetraciclina como da oxitetraciclina um dos primeiros grupos a abandonar a estrutura
molecular do composto inicial seja o grupo amida, nestes estudos tal facto foi mais evidente
no caso da tetraciclina.
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Capitulo 5

Conclusées e Perspetivas de Trabalho Futuro

No presente trabalho, estudou-se a degradacao da tetraciclina da oxitetraciclina por oxidacao
anodica, utilizando como anodo elétrodos de Ti/Pt/Pb0O, e de Ti/Pb0O,, de modo a verificar a

influéncia dos diferentes materiais de elétrodo na extensao da degradacao.
Os resultados obtidos neste estudo permitem retirar as seguintes conclusoes:

e Utilizando o elétrodo Ti/Pt/Pb0O,, obteve-se um decaimento muito mais acentuado do
TOC no caso do estudo realizado com a oxitetraciclina do que com a tetraciclina. Por
outro lado, quando utilizamos o elétrodo Ti/PbO, ha um maior decaimento do TOC
nos ensaios realizados com a tetraciclina a partir da segunda hora de ensaio, embora
ao fim das seis horas os resultados sejam muito idénticos para os dois poluentes.

e O decaimento da CQO é semelhante para os dois farmacos, qualquer que seja o
anodo utilizado (Ti/Pt/PbO, ou Ti/Pb0,).

e A taxa de remocdo do azoto na degradacdo da tetraciclina é muito baixa, em
qualquer dos materiais de anodo, indicando a formacao de algum composto azotado
muito resistente a oxidacao. No caso da oxitetraciclina, o comportamento é muito
distinto nos dois anodos estudados, verificando-se uma remocao de azoto superior no

caso dos ensaios realizados com o Ti/PbO,.

Foi também analisada a influéncia da densidade de corrente aplicada no decaimento da

concentracao das duas tetraciclinas, determinada por HPLC. Neste estudo, observou-se que:

e A degradacao eletroquimica com o elétrodo de Ti/PbO, conduz a maiores eficiéncias
na eliminacao dos dois farmacos estudados.

e Utilizando o Ti/Pt/PbO, como anodo, ha um aumento significativo da eficiéncia na
degradacao, tanto na tetraciclina como na oxitetraciclina, quando a intensidade de
corrente passa de 10 para 20 mA cm™. Este comportamento indica que o anodo
platinizado tem tendéncia para formar a sua superficie filmes passivantes para
densidades de corrente inferiores.

e Utilizando o Ti/Pb0O, como anodo e aumentando a densidade de corrente aplicada de
10 para 20 mA cm” ndo se observa uma grande vantagem na remocdo, pois a
eficiéncia de remocao dos compostos em estudo praticamente nao se altera, sendo o

excesso de carga consumido em reacdes paralelas.
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Os resultados obtidos por LC-MS permitem concluir que, no caso da tetraciclina, o grupo
amida é um dos primeiros grupos a abandonar o composto. No caso da oxitetraciclina este

passo € menos evidente.

Para finalizar, e na sequéncia do trabalho desenvolvido, sugerem-se as seguintes propostas de

trabalhos futuros:

e Utilizar uma coluna mais apropriada para a separacdo de farmacos e dos
intermediarios formados durante a degradacao eletroquimica.

e Identificar os intermediarios formados com menos tempo de intervalo e durante um
tempo de ensaio superior.

e Repetir os ensaios de LC-MS utilizando o Ti/Pt/Pb0, como elétrodo e perceber se ha
diferenca nos intermediarios formados ou longo do tempo.

e Identificar mais intermediarios resultantes da oxidacdo anodica para perceber a
influéncia das condicdes experimentais no mecanismo de degradacdo das

tetraciclinas.
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Anexos

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

0 método utilizado para a determinacao da CQO envolveu a oxidacao da amostra, em refluxo
fechado, por um excesso conhecido de dicromato de potassio, em acido sulfirico a 50%,
durante duas horas, a temperatura de 148°C (temperatura de refluxo do acido). Nestas
condicdes, a matéria organica suscetivel de oxidacao foi oxidada a CO; e H,0, 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
(amarelo) (verde)

Depois da oxidacao, o dicromato em excesso foi titulado utilizando o sulfato ferroso

amoniacal (SFA), como titulante, que fornece Fe (Il) a solucao:
Cr,0/" + 14 H + 6 Fe® — 2Cr’* + 6 Fe*" + 7 H,0

Normalmente, a solucdo de SFA altera-se com o tempo devido a oxidacao pelo oxigénio do ar.
E entdo necessario, uma padronizacdo periédica e uma correcdo matematica do calculo da
CQO para cada analise. O indicador utilizado, foi uma solucdo aquosa de ferroina (1,10 -
fenantrolina monohidratada e sulfato de ferro heptahidratado). A cor vermelha acastanhada
do ponto de equivaléncia final é devida a formagao de um complexo do ido 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(CisHsNy)s™ + 1 e- <=> Fe(CypHaNy)s™
(Azul palido) (Vermelho acastanhado)

Por vezes existem cloretos nas amostras, e estes interferem na analise sendo também

oxidados:
6 Cl+Cr,0.% +14H — 3ClL+2Cr*+7H,0

Esta interferéncia é ultrapassada pela adicdo de sulfato de mercurio, que leva a uma
complexacao do cloreto. A presenca de sulfato de prata como catalisador é necessaria para a
oxidacdo de alcoois e acidos de cadeia longa. Se é utilizada uma quantidade insuficiente de

sulfato de mercdrio, o excesso de cloreto em solucdo precipita o catalisador sob a forma de
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AgCl levando a valores mais baixos de CQO. A adicdo de sulfato de prata e de mercurio a
solucado de dicromato, aumenta a confianca do método, mas causa outros problemas devido a
sua toxicidade.

Normalmente, para avaliar o rigor do método, analisam-se padroes de CQO preparados com
hidrogenoftalato de potassio, usado como matéria organica oxidavel, escolhido como padrdo

devido a sua estabilidade em solucao e a sua completa oxidacao nas condicoes da analise.

Para a determinacao experimental da CQO utilizando o método mencionado, em cada tubo de
digestao coloca-se 1 cm® de solucdo de digestdo de dicromato, 1,5 cm® de amostra e 2 cm®de
solucdo de acido sulfirico / sulfato de prata (6,6 g de Ag;SO, /1 dm? de H,50,). Rolham-se
bem os tubos e agita-se de modo a homogeneizar a mistura reacional e coloca-se hum bloco

de digestao a 148°C, deixando-se refluxar durante 2 horas.
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