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RESUMO
Estudo da degradacado dos antibidticos beta-lactamicos amoxicilina e
ampicilina e avaliagdo da toxicidade e biodegradabilidade dos produtos

formados.

A presenca de compostos farmacéuticos e de higiene pessoal no
ambiente aquatico tem sido objeto de preocupagao entre a comunidade
cientifica. Uma forma de aporte dessas substdncias ocorre por meio dos
efluentes das industrias farmacéuticas que possuem baixa biodegradabilidade
e alta toxicidade. A preocupagdo com relacdo aos efluentes da producéao
industrial dos antibidticos beta-lactamicos se deve ao fato de que os mesmos
podem promover efeitos negativos como o desenvolvimento de organismos
resistentes no ambiente aquatico. O presente estudo avalia a eficiéncia dos
Processos Oxidativos Avancados (POA) homogéneo UV, H,0,/UV, Fe?*/H,0,,
Fe** H,0,/UV, Fe**/ H,0,, Fe*/ H,0./UV e Fe?*/ H,Oy/solar na degradacéo de
amostras sintéticas dos antibidticos AMX e AMP. Para esses POA investi%ou-
se o efeito de parametros como a concentragdo dos ions Fe', Fe™, a
concentracao de H,0,, a acédo da radiagdao UV e solar na degradacdo de AMX
e AMP. O processo Fenton (Fe*/H,0,) apresentou os melhores resultados
mostrando-se bastante promissor. Esse processo é eficiente, simples e de
baixo custo A avaliagdo da eficiéncia dos processos se deu por meio do
acompanhamento da variagdo da concentracdo de AMX e AMP por
espectrofotometria no UV, pela redugdo da DQO durante 60 min de reacédo e
pela avaliacdo da presenca de compostos carbdnicos nos residuos solidos da
degradagéao por espectrometria no IR. A toxicidade e a biodegradabilidade dos
produtos formados pelo processo Fenton também foram objeto de estudo. A
toxicidade foi avaliada pela influéncia na determinacédo da dose letal para 50%
dos organismos (DLsg) em Artemia salina e pela inibicdo do crescimento
radicular e alteragcdo no ciclo celular mitético do organismo Allium cepa. Os
resultados observados para a redugdo da concentracdo dos analitos AMX e
AMP foram acima de 95,0% para os POA Fenton e foto-Fenton apds 60 min de
reacdo. A reducdo da DQO observada para o processo Fenton atingiu 75%
para AMX e 81% para AMP. O residuo sodlido resultante do processo de
oxidagdo com Fe?'/H,O, para AMX e AMP mostrou, para ambos os
antibidticos, a presenca de compostos carbbnicos. As respostas para
toxicidade dos produtos gerados resultaram para o sistema-teste Artemia salina
um DLs5p=70% (v/v) apds 48 h de ensaio, para AMX/Fenton e DLsp= 50% (v/v),
apo6s 72 h, de ensaio para AMP/Fenton. No sistema-teste Allium cepa, a
toxicidade avaliada pelo crescimento da raiz foi observada para solugdes acima
de 5% de diluigdo (v/v) tanto para AMX quanto para AMP. Quanto a
genotoxicidade, os residuos de degradagdo apresentaram para o sistema
Allium cepa alteragbes no ciclo celular mitético, o que indica toxicidade
podendo promover mutagcdo no conteudo genético celular. A
biodegradabilidade (DBO/DQO) dos residuos do tratamento por Fe®*/H.O
mostraram uma recalcitrancia indicando a necessidade de tratamento
combinado como quimico/biolégico para este efluente.
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ABSTRACT

Degradation of the pharmaceuticals amoxicillin and ampicillin and

evaluation of toxicity and biodegradability of derived-products.

The presence of active pharmaceutical substances and personal-care
products in aquatic environment has been a great concern for the scientific
community. Pharmaceutical industries are one of the main sources of these
types of compounds, which are characterized by low degradability and high
toxicity. The antibiotic preparation may negatively affect living organisms in
water bodies. However, some organisms in the water bodies may become
resistant after their contact with the bioactive chemical wastes. In the present
work the efficiency of some homogeneous Advanced Oxidation Process (AOP)
UV, H,0,/UV, Fe*/H,0,, Fe** H,0,/UV, Fe*'/ H,0,, Fe®/ H0,/UV e Fe*'/
H,O./solar radiation was investigated toward the degradation of AMX and AMP.
The effect of relevant experimental parameters Fe™, Fe™, H,0, concentration
and the UV radiation was investigate. The Fenton process (Fe?*/H,0,) offered
the most promising results, mainly accounts of high degradation capacity higher
than 97% at reaction time 60 min. This process is high operational, simplicity
and low coast. The efficiency of Fenton process was available using UV-Vis
spectral data and chemical oxygen demand (COD). The results showed that
AOP Fenton and AOP photo-Fenton are able to reduce near 100% of the
concentrations of AMX and AMP after 60 min of reaction. The reduction of COD
using Fenton process reached 75% and 81% for AMX and AMP, respectively.
Solid residues from AMX and AMP oxidation reactions produced by Fenton
reagent was evaluated by infrared spectroscopy (IR). The IR results showed the
presence of carbonic compounds for both antibiotics. Toxicity tests with Artemia
salina and Allium cepa were performed because of fast answers related to the
toxicity of by-products from oxidation process. Artemia salina was efficient for
the AMX/Fenton and AMP/Fenton, which showed DLsy= 70% (v/v), after 48 h,
and DLso= 50% (v/v), after 72 h, respectively. Allium cepa was efficient for
chemical solution greater than 5% dilution (v/v) for both AMX and AMP
considering the effects of toxicity on roots growth. Allium cepa showed changes
in the mitotic cellular cycle for both AMX and AMP under Fenton reagent. It
indicates an eventual mutation in the cellular genetic content. The
biodegradability (BOD/COD) of Fenton process residue was investigated and
shows the low biodegradation for AMX residues.
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CAPITULO 1
INTRODUCAO E OBJETIVOS



1.1 INTRODUCAO

A produgdo em massa de medicamentos capazes de combater doengas
infecciosas constitui uma das maiores realizagdbes da humanidade. A
introducdo dos antibidticos na medicina marcou o inicio de uma nova era '. A
demanda por este produto cresceu vertiginosamente nos ultimos anos, pois os
mesmos ndo sao utilizados unica e exclusivamente como quimioterapicos na
medicina humana e veterinaria, mas também s&o aplicados de forma intensa
na agricultura como protetores no crescimento de plantas e no confinamento
animal como promotores de crescimento de peixes, aves e suinos?.

Desde a década de setenta (1970) que estudos realizados mostram a
presenca de compostos farmacéuticos em efluentes de estacdes de tratamento

3:4.58 3457 profundas®, subterraneas®, na

de esgotos , em aguas superficiais
agua potavel *, em solo® , em lodos® e em sedimentos®'*'""'2. A presenca
desses compostos no meio ambiente indica que os mesmos sao recalcitrantes
€ que possuem baixa biodegradabilidade”. Até o momento, pouco se conhece
sobre o efeito dessas substadncias no meio ambiente, principalmente em
ambientes tropicais, € a sua remog¢ao por meio dos processos convencionais
de tratamento de efluentes domésticos e industriais.

Os antibidticos compdéem uma importante classe de farmacos com
grande possibilidade de gerar impacto ambiental devido a sua atividade
bioldgica especifica. Alguns antibidticos, como a amoxicilina, por exemplo,
possuem baixa taxa de metabolismo tanto para seres humanos quanto para
animais. Os antibioticos e, em alguns casos, os seus metabdlitos, possuem
razdes de excrecdo que variam de 30 a 90%. Para um consumo mundial de
cerca de 200.000 t/ano, pode-se inferir que cerca de 50% estdo entrando no
ambiente aquatico >'*.

No Brasil a industria farmoquimica ndo sintetiza antibidticos beta-
lactdmicos apenas formula a partir de matéria prima importada. Este processo
gera quantidades moderadas ou altas de residuos dependendo da variagéo
sazonal da sua producado. O efluente gerado por esse processo possui baixa

biodegradabilidade pois seus componentes s&o biologicamente ativos e



téxicos, promovendo a inibicao da atividade de sistemas de tratamento como o
de lodo ativado causando problemas aos corpos receptores.

A importancia do tratamento adequado para os efluentes da produgao de
antibidticos é destacada neste trabalho, pois a presengca dessas substancias
em concentragbes da ordem de ng/L ou ug/L no meio ambiente leva ao
desenvolvimento de organismos resistentes, ja que a seletividade natural
favorece organismos com coédigo genético resistente a antibidticos e a
alteragao do padrdo de resisténcia € um processo irreversivel'.

A industria farmacéutica cresce ano a ano no Brasil. Em 2002 o pais
possuia cerca de 1.032 industrias farmacéuticas de micro, pequeno, médio e
grande porte. No estado de Goias localizam-se 4,4% do total dessas industrias,
sendo que 17 industrias no Pdlo Farmoquimico de Anapolis e 5 em Goiania °.

O Brasil é carente em pesquisas para o desenvolvimento de métodos
para o tratamento de efluentes da producdo dos antibidticos B-lactamicos
amoxicilina (AMX) e ampicilina (AMP). Esses antibidticos sao os mais
consumidos no pais e dados do Ministério do Desenvolvimento, Industria e
Comércio Exterior do Brasil mostram que, no ano de 2003, o principal produto
farmoquimico importado foi a amoxicilina e seus sais, atingindo 2,1% do total®.

A necessidade do desenvolvimento de tecnologias e do estudo desses
efluentes é incontestavel. Os antibidticos possuem baixa biodegradabilidade,
resistem ao tratamento em ETE convencionais, persistem no meio ambiente e
potencializam seu efeito no ecossistema. Dessa forma, pode-se prever que
futuramente serdo necessarias adaptacbées ou mesmo implantagdo de novos
processos de tratamento que removam os residuos desse farmaco presente
em efluentes ou os degradem fisica e/ou quimicamente.

Tomando-se como base esse contexto, este trabalho se ateve, no
capitulo 2, a levantar as referéncias da literatura sobre a presenca de
compostos farmacéuticos nos diferentes compartimentos ambientais, levando-
se a conclusdo de que sao baixos os rendimentos com relagdo a degradacgéo
desses compostos por meio dos processos de tratamento de efluentes
convencionais utilizados para agua e esgotos. Neste mesmo capitulo, séo
apresentados os processos que estdo sendo considerados pela comunidade
cientifica como uma boa proposta para a degradagédo de substancias quimicas

refratarias entre eles os Processos Oxidativos Avangados, POA, com énfase



aos processos homogéneos por serem considerados os de menor custo
econdmico. Como anexo apresenta-se uma breve discussdo sobre os
diferentes POA homogéneos, abordando alguns com aplicagdo especifica na
degradagéao de antibidticos de interesse comercial.

A metodologia experimental utilizada para o desenvolvimento encontra-
se descrita no capitulo 3. No capitulo 4 os resultados obtidos para a oxidagao,
a otimizagdo do melhor processo, os residuos gerados pelo POA, a toxicidade
e biodegradabilidade dos produtos formados pela oxidagdo por reagente de
Fenton da AMX e AMP encontram-se discutidos.

Nas conclusdes e perspectivas de desenvolvimentos futuros, capitulo 5,
a partir do processo mais eficiente e da avaliagdo da sua toxicidade e
biodegradabilidade, sugerem-se novas pesquisas.

Este trabalho teve como objetivo a avaliagado do potencial da degradagao
dos efluentes da producdo de AMX e AMP por diferentes POA, a otimizacao
dos parametros do POA com melhor rendimento, a avaliagdo da toxicidade e

da biodegradabilidade dos produtos formados na degradagao.



1.2 OBJETIVOS

Estudos recentes sobre aguas e efluentes mostram a presenga de
xenobidticos no meio ambiente. A concentragdo de substancias como
compostos farmacéuticos e de higiene pessoal tem apresentado valores
crescentes em aguas de lagos, lagoas, rios, oceanos e em efluentes de
estacdes de tratamento de agua e de efluentes domésticos. Essas substancias
estdo sendo encontradas até mesmo em aguas de abastecimento publico.

Em vista da preocupagao mundial quanto a manutengao da qualidade da
agua disponivel no planeta para consumo humano, é necessarios que sejam
realizados estudos com o objetivo de degradar estas substancias formando

moléculas menos recalcitrantes e biodegradaveis.

Objetivo geral

- Avaliar a degradagao dos antibidticos beta-lactamicos AMX e AMP
utilizando-se POA bem como a toxicidade e biodegradabilidade dos produtos

formados nesse processo de degradagao oxidativa.

Objetivos especificos

- Avaliar o potencial de degradacéo de diferentes processos oxidativos
avangados;

- Avaliar o rendimento dos POA com e sem a promog¢ao por radiagao;

- Otimizar o POA que apresente a melhor perspectiva de aplicacao;

- Avaliar a toxicidade dos produtos formados pela degradacgao;

- Avaliar a biodegradabilidade dos produtos gerados pelo POA.

Definidos os objetivos, a fim de se fundamentar e dimensionar a
relevancia deste trabalho, no préximo capitulo tem-se a apresentagdo da

abordagem tedrica desta tese.



CAPITULO 2
ABORDAGEM TEORICA



2. EXPOSICAO AMBIENTAL A CONTAMINANTES ORGANICOS

2.1 Presenca de compostos farmacéuticos e de produtos de higiene

pessoal no meio ambiente.

A partir da década de sessenta (1960) € que o0 mundo comegou a se
preocupar com a questao da entrada de substancias toxicas no meio ambiente.
A publicagao, em 1962, do livro “Primavera Silenciosa” da pesquisadora Raquel
Carlson, despertou a comunidade cientifica para a necessidade do
desenvolvimento de modelos para as rotas de substancias toxicas no meio
ambiente. Os compostos farmacéuticos s6 entraram neste contexto nos anos
90, quando estudos realizados nos Estados Unidos mostraram que algumas
drogas ocorriam em concentragdes baixas o suficiente para ndo ameacgar o
ambiente, enquanto outras, apesar das baixas concentragdes, poderiam causar
danos ambientais. Na literatura atualmente disponivel, muitas drogas estédo
sendo investigadas continuamente, entre elas destacam-se os antibioticos,
analgésicos, desinfectantes, anestésicos, agentes antiparaceéticos, hormonios,
meios de contrastes, agentes psicofarmacoldgicos, agentes citostaticos, lipideo
reguladores, solventes, etc'”"*.

A preocupagdo com a presenga de substancias quimicas de uso
farmacologico intenso na medicina humana e veterinaria no meio ambiente
deve-se ao fato de que estas foram desenvolvidas com o propédsito de possuir
atividade biologica. Elas frequentemente possuem comportamento fisico-
quimico semelhante, isto €&, sao lipofilicas (atravessam membranas),
persistentes e podem bioacumular-se nos organismos provocando efeitos
desconhecidos no ecossistema aquatico e terrestre. Ainda ndo se tem
conhecimento do destino e dos efeitos dessas substancias, apesar do aporte
das mesmas no meio ambiente ser alto®.

Como o objetivo no desenvolvimento de compostos quimicos para
uso terapéutico € o de que suas moléculas possuam atividade biolégica e
propriedades fisico-quimicas adequadas ao fim a que se destinam, essas

substancias podem ser definidas como compostos farmacéuticos ativos



(pharmaceuticals active compounds, PhACs). Elas sao utilizadas de acordo
com sua atividade bioldgica especifica e notadamente caracterizadas pelas
suas propriedades ibnicas naturais. Sob condi¢gdes ambientais, tais moléculas
podem ser neutras, catibnicas, anibnicas ou zwitteribnicas. Elas
frequentemente funcionam como acidos ou como bases. Esses compostos
farmacéuticos em especifico podem ainda ser classificados de acordo com
seus efeitos e também devido a sua estrutura quimica. Normalmente a
classificacdo conforme seu propdsito terapéutico é a mais utilizada’ 2.

Os PhACs sao moléculas desenhadas para estimular respostas
fisioldgicas em seres humanos, animais, bactérias e outros organismos.
Durante a década passada, observou-se um grande crescimento de efeitos
adversos devido ao uso e disposicdo inadequada desses produtos para a
saude do homem e do meio ambiente. Pesquisas mostram que esses produtos
passam pelas estagcbes de tratamento de esgotos sendo entdo langados
diretamente nos cursos d’agua’®'?.

A atencdo com relagdo a entrada de PhACs no ambiente se soma a
preocupagao com o consumo de produtos de higiene pessoal. O conjunto de
produtos farmacéuticos e de higiene pessoal (CFHP) integram um grupo
conhecido como PPCPs (pharmaceutical and personal care products). Nestes
ultimos anos, o potencial poluente destas substancias tem trazido
preocupacao, pois esses produtos possuem comportamento fisico-quimico
semelhante a outros xenobidticos que se acumulam ou apresentam efeitos
adversos em organismos aquaticos?’. Os CFHP normalmente encontrados nos
diferentes compartimentos ambientais incluem: antibioticos, analgésicos e
antiinflamatorios, agentes lipidios reguladores, B-bloqueadores, antiepiléticos,
contraceptivos, esterdides e hormdnios. A concentragdo ambiental encontrada
€ geralmente em nivel de tragos (ug/L ou ng/L), sendo o suficiente para induzir
efeitos toxicos™.

Os CFHP de uso humano e veterinario sdo continuamente liberados
para o0 meio ambiente como resultado do processo de manufatura, disposi¢cao
impropria ou excregao metabdlica. Assim, sua rota passa inevitavelmente pelas
estacbes de tratamento de esgotos (ETE) e pelo solo por meio do uso de
biossolidos como adubo'®. Algumas dessas substancias ndo sdo degradadas

pelas plantas de tratamento de esgotos, retornando ao meio ambiente através



de seus efluentes atingindo assim rios, corregos, lagos até chegar aos
oceanos. Estudos mostram que drogas como carbamazepina, atenolol,
metoprol, timetropina e diclofenaco sao parcialmente removidas nas ETE
(menos de 10% para a maioria delas e entre 10% e 39% para o diclofenaco) 2
Algumas drogas podem ser detectadas em suas formas modificadas como
hidrolisados ou conjugados. O ibuprofem, por exemplo, tem uma remocao de
aproximadamente 90%, transformando-se em produtos hidroxilados ou
carboxilados 2".

As pesquisas de CFHP em ecossistemas aquaticos e terrestres
detectaram-nos em diferentes compartimentos como apresentado na tabela
2.1.

Tabela 2.1: Deteccdo de CFHP em diferentes compartimentos ambientais.

Compartimento Referéncia

Efluentes de TERNES et al., 1998; HERNANDO et al., 2006; STUMPF

ETE3124.79 etal., 1999; KOLPIN et al., 2002; CARBALLA et al., 2004

Canais® HIRSCH et al., 1999

Riachos™® STUMPF et al., 1999; HIRSCH et al., 1999

Grandes STUMPF et al., 1999; BENDEZ et al., 2005; TERNES,

riog 1137512 1998; KOLPIN et al., 2002; HIRSCH et al, 1999;
HERNANDO et al., 2006

Lagos’ KOLPIN et al., 2002

Aguas KOLPIN et al., 2002

profundas’

Oceanos® ZUCCATO et al., 2000

Sedimentos'®®™ | LALUMERA et al., 2004; DIAZ-CRUZ et al., 2003;
HERNANDO et al., 2006

Existe um interesse especial por exposi¢cdes do ecossistema aquatico,
pois 0 esse recebe cargas continuas proveniente das ETE.

O fato de a meia-vida (t12) dos PhACs ser relativamente pequena e de
que seu aporte no meio ambiente € constante, pode-se considera-los como

substancias “pseudopersistentes”. A natureza polar e ndo volatil faz com que



estes compostos se mantenham na agua. A presenga de algumas dessas
substancias em ambientes terrestres se deve ao uso de biossélidos (lodo de
ETE) ou ainda de adubos orgéanicos na agricultura. As drogas que possuem
propriedades acidas ou alto valor de log Koy (coeficiente de particdo n-
octanol/agua) mostram grande afinidade por lodo e solo. Estes compostos
quando hidrofébicos e pouco volateis se acumulam no solo ou no sedimento o
que reduz significativamente a sua concentragdo na fase aquosa®’.

Cerca de 200.000 t de medicamentos sao produzidas anualmente para
aplicagdo na medicina humana, na veterinaria e na agricultura. Apds sua
administracdo, uma parte significativa é excretada, cerca de 30 a 90% da
dosagem de forma inalterada, podendo assim persistir no meio ambiente.
Como os farmacos foram desenvolvidos para serem persistentes, mantendo
suas propriedades quimicas o bastante para servir a um propésito terapéutico,
o uso desenfreado de antibidticos, por exemplo, acarreta dois problemas
ambientais: um é a contaminagao dos recursos hidricos e o outro, é o de que
alguns microorganismos criam resisténcia a esses farmacos. As bactérias
podem fazer, e frequentemente o fazem, mudangas no seu material genético,
adquirindo resisténcia a esses farmacos?.

Pouco se conhece até o presente momento sobre as rotas ambientais
dos farmacos. A figura 2.1 apresenta um esquema das provaveis rotas dessas
substancias no meio ambiente®.

Em termos de periculosidade, os CFHP possuem uma série de
agravantes: 1) muitos sdo persistentes, assim como seus produtos de
degradacgao; mesmos aqueles que possuem meia-vida curta sdo passiveis de
causar exposicdes cronicas devido a sua introducdo continua no meio
ambiente; 2) os farmacos sdo desenvolvidos para desencadearem efeitos
fisiolégicos, e, consequentemente, a biota se torna mais suscetivel a impactos
desses compostos; 3) embora a concentragédo de alguns farmacos encontrados
no ambiente seja baixa, a combinacdo deles pode ter efeitos pronunciados

devido aos mecanismos de ac&o sinérgica 2.
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Figura 2.1: Rota de exposicdo ambiental para CFHP de uso humano e

veterinario. Fonte: BILA et al., 2003%2.

Os fatores agravantes quanto a periculosidade dos CFHP preocupam
por indicarem que os CFHP s&o potencialmente danosos aos organismos
aquaticos e terrestres promovendo, por exemplo, disfungdes enddcrinas em
peixes, répteis e invertebrados; aumento de resisténcia a bactericidas de
bactérias presentes no solo; estimulo no crescimento de cianobactérias e
inibigdo no crescimento de plantas aquaticas entre outros®,

A tabela 2.2 apresenta os principais farmacos de uso humano com

potencial para causar danos em organismos aquaticos.
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Tabela 2.2: Farmacos de uso humano com potencial para dano em organismos

aquaticos.

Farmaco Uso terapéutico

Amoxicilina, tetraciclina, azitromicina, Antibidticos

ciproflaxacina, eritromicina

Diclofenaco, ibuprofeno Antiinflamatadrio

1,7-a-etinilestradiol, dietilbestrol, Hormonios

levonorgestrel, testosterona, tiroxina

Reserpina anti-hipertensivo
Omeprazol, ranitidina Antiulceroso
Paracetamol, dipirona sddica, codeina, Analgésico

acido acetilsalicilico, tramadol

Captopril, propanolol, ditilazem, verapamil, Cardiovascular
lisinopril
Diazepan, fluoxetina, citalopram Antidepressivo

Fonte: REIS FILHO, 2007%.

2.2 Monitoramento ambiental de CFHP

Pesquisadores de diversas partes do mundo reconhecem como sendo
preocupante a ocorréncia de compostos farmacéuticos ativos (PhCAs) no
ambiente. Nos Uultimos anos diversas pesquisas foram realizadas com o
objetivo de identificar e quantificar residuos e metabdlitos das diferentes drogas
utilizadas na medicina humana e veterinaria.

O descarte inadequado de residuos da industria farmacéutica até
poucos anos atras e a disposicdo de medicamentos no lixo residencial levou a
aterros sanitarios uma quantidade significativa de compostos organicos
farmacéuticos. A preocupacdo com a contaminagdo do lengol freatico por
esses PhACs fez com que um estudo fosse realizado em um aterro que operou
de 1937 a 1977. Durante seus 40 anos de funcionamento ele recebeu cargas

constantes de quantidades diferenciadas destes compostos. Um ponto

12



importante neste estudo foi a avaliacdo quanto a distribuicdo de CFHP de
acordo com a profundidade e distancia com relagdo ao aterro. No periodo de
operacao do aterro estudado, as sulfas, amidas sulfanilicas, eram muito
utilizadas no controle das infecgdes. A tabela 2.3 apresenta os resultados
obtidos para alguns antibacterianos pesquisados nesse trabalho®.

A importancia desse trabalho esta no fato de que o mesmo é o primeiro
a ser publicado enfocando a distribuicdo da concentracdo de compostos
farmacéuticos e/ou seus metabdlitos no lencgol freatico em uma regido proxima
a um aterro sanitario®.

O monitoramento de 18 antibidticos diferentes em efluentes de ETE,
aguas superficiais e lengol freatico, na regido de Frankfurt a Wisbaden na
Alemanha, indicou que 30% dos antibidticos estavam presentes em todas as
matrizes estudadas®. Na tabela 2.4 tem-se os resultados obtidos para os
antibidticos encontrados. Dados da literatura indicam que a presenga no
ambiente de concentragdes na ordem de ng/L ou ug/L podem levar ao
desenvolvimento de organismos resistentes, logo estes dados s&o

preocupantes.
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Tabela 2.3: Presenca de sulfonamidas no lencgol freatico em fungdo da

distancia com relacdo a um aterro sanitario.

Distancia a partir do aterro (m)

Composto Profundidade 0 15 37 50
(ug/mL) (m)
Acido 5,5 1380 na na na
sulfanilico 7 6470 6280 1000 90
8,5 930 10440 5530 70
10 5300 ne 3160 1610
Sulfanilamida 5,5 60 na na na
7 170 210 30 <20
8,5 40 300 140 <20
10 120 ne 170 40
Sulfaguanidina 5,5 110 na na na
7 1600 900 110 <20
8,5 190 280 480 <20
10 1070 ne 360 540
Sulfadiazina 55 100 na na na
7 480 720 170 <20
8,5 100 1160 440 <20
10 480 ne 410 80
Sulfadimidina 5,5 100 na na na
7 900 540 50 <20
8,5 230 900 310 20
10 640 ne 180 140
sulfametizol 55 70 na na na
7 310 190 <20 <20
8,5 70 330 190 <20
10 210 ne 70 70

na: ponto ndo amostrado, ne: agua insuficiente para amostragem
Fonte: HOLM et al., 1995%°.
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Tabela 2.4: Concentragdes maximas encontradas para antibidticos em

efluentes de ETE, aguas superficiais e no lencol freatico.

Substancia i
Aguas .

(valores Efluente de ETE o Lencol freético

o superficiais
maximos ug/L)
Claritromicina 0,24 0,26 <LD
Eritromicina-H>O 6,00 1,70 <LD
Roxitromicina 1,00 0,56 <LD
Cloranfenicol 0,56 0,06 <LD
Sulfametaxazol 2,00 0,48 0,47
trimetropina 0,66 0,20 <LD

Fonte: HIRSCH et al., 1999°.

Uma das maiores pesquisa realizada na area aconteceu entre 1999 e
2000 nos Estados Unidos. Foram coletadas 139 amostras em rios e riachos por
praticamente todo territério norte americano e 95 substancias foram
pesquisadas, dentre elas 31 (32,6%) eram antibidticos. A frequéncia
apresentada pelos antibiéticos nas amostras coletadas foi a seguinte:
eritromicina—H,O: 21,5%, limcomicina: 19,2%, sulfametaxazol: 19,0%,
trimetropina: 27,4% e tilisina: 13,5%. A cafeina foi encontrada em 70% das
amostras e o esteroide coprostanol foi observado em 85,7%. Como a principal
fonte de contaminacdo destes corpos hidricos sdo as ETE municipais e/ou
industriais, podemos considerar estas substancias como contaminantes
organicos de efluentes (OCWSs). Observa-se no estudo que mais de um OCWs
foram detectados em 80% dos pontos coletados, podendo entdo considerar-se
que 0s mesmos ocorrem em uma escala nacional. Isto indica que os mesmos
“sobrevivem” ao tratamento nas ETE (recalcitrantes) e que possuem baixa
biodegradabilidade’.

Uma grande fonte de contaminacdo ambiental estda no uso de
biossodlidos. Compostos farmacéuticos de uso humano e veterinario, em razao
de sua taxa de excrecado, acumulam-se no esterco animal e no lodo de ETE. O
uso destes sub-produtos como adubo na agricultura transfere para o solo os

PhACs. A atuagdo dos mesmos sobre a microbiota ainda ndo se encontra bem
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esclarecida. Na Comunidade Européia tem crescido a preocupagdo com a
presenca de agentes terapéuticos nos biossolidos, eles estdo sendo
considerados fonte de risco para o meio ambiente. Estudos mostram que a
capacidade de permanéncia no solo de substancias como o antibibtico
bacitracina, por exemplo, pode ser de até 30 dias em temperaturas que variam
de2a30°C ™.

Compostos farmacéuticos como analgésicos, anti-inflamatérios,
antibidticos, antiepiléticos, beta-bloqueadores, lipideo reguladores, meios de
contraste, drogas citostaticas e contraceptivos orais tém sido encontrados em
amostras de aguas de superficie, lencol freatico, agua potavel e esgotos. Mais
de 80 diferentes drogas e seus metabdlitos foram identificados no ambiente
aquatico em concentragbes que atingem ug/L. Por meio da recarga, os
aquiferos podem ser contaminados com PhACs polares como o &acido
clofibrico, carbamazepina, primidona ou agentes de contraste com lodo
isotopico. Estudos realizados ja detectaram a presenca destes compostos em
aguas profundas a partir da contaminagao por chorume proveniente de aterro
sanitario. A contaminacdo observada em efluentes de ETE levaram a
conclusdo de que € necessario o desenvolvimento de tecnologias para
remogao destes contaminantes com eficiéncia para que os mesmos nao
atinjam as ETA%,

A resisténcia a processos convencionais de tratamento em ETE foi
avaliada pelo estudo da presenga de um total de 106 OWC, entre eles 25
antibidticos, em estagbes de tratamento de agua (ETA) e nos rios que as
abastecem. Dentre os OWC estudados, 70 foram encontrados, 34 em mais de
10% das amostras e 17 nas amostras de agua potavel (apos tratamento na
ETA), indicando assim que esses compostos resistem aos processos de
tratamento convencionais de agua. Um ponto de destaque neste estudo foi a
questdo da regulamentagdo quanto a presenga destas substancias em agua
potavel. Até o presente momento ela € incipiente por ainda nao termos dados
disponiveis suficientes para que se proceda a regulamentagao do descarte das
mesmas. Outro fator importante levantado neste trabalho € que a auséncia de
alguns OWCs nado necessariamente implicam sua total remog¢ao na ETE e/ou
na ETA. Os processos de tratamento podem estar transformando-os em

substancias desconhecidas ou ainda, que nao temos metodologia analitica que
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possa avaliar essas substancias nas concentracbes em que as mesmas se
encontram no ambiente?’.

Um estudo realizado em uma ETE na Galicia, Espanha, avaliou a
presenca de 13 CFHP entre eles 2 antibidticos. Os resultados apresentaram
concentragdes de até 0,64 pg/L para sulfametoxazol. A remogao observada na
ETE estudada variou de 70 a 90% para fragrancias, 40 a 65% para anti-
inflamatdrios, aproximadamente 65% para horménios e 60% para a
sulfametoxazol. A remogado observada pode ter ocorrido por degradagdo ou
adsorcdo na fase solida. Os resultados obtidos mostram que modificagdes
precisam ser implementadas nas ETE existentes para atender as necessidades
quanto a qualidade da agua potavel®.

A aquicultura se utiliza de uma grande quantidade de antibi6ticos para
controlar doengas bem como para promover o crescimento dos animais.
Produtos farmacéuticos como a amoxicilina, flumequina, oxitetraciclina,
tianfenicol entre outros sdo de uso comum neste tipo de confinamento animal.
Desta forma, grandes quantidades de PhACs s&o carreados para o ambiente
ficando parte retida no sedimento. Amostras de sedimento de fazenda de
piscicultura apresentaram valores maximo de 246,3 ug/kg p.s.(peso seco) para
oxitetraciclina e 578,8 ug/kg p.s. para flumequina. Neste estudo, flumequina e
oxitetraciclina se mostraram potencialmente relevantes pois foram encontrados
no sedimento e em regides proximas do ambiente estudado. Um ponto de
amostragem apresentou tragos de oxitetraciclina apesar deste antibidtico néo
estar mais sendo usado em tratamentos ha mais de 2 anos. O que levou a
investigacdo da presenga de antibiéticos no meio ambiente foi a preocupagao
com o desenvolvimento de organismos resistentes. A disseminagdo de
populacdo de bactérias resistentes pode estar diretamente relacionada com a
aplicagdo destes farmacos na aquicultura™.

A presenca de 31 PhACs foi avaliada no rio Hoje na Suécia. Esta regiao
recebe a carga de uma ETE dimensionada para uma populagdo de 80.000
habitantes. Dentre as substancias estudadas encontramos os antibidticos
timetropina e sulfametoxazol. A persisténcia dos mesmos entre outras
substancias nos pontos de coleta a partir do ponto de descarga da ETE indica
que a sua remocao nao é eficiente, isto €, a tecnologia utilizada na estacéo é

inadequada para a remocgao dessas substancias. A eficiéncia calculada de
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remogao para trimetropina foi de 49% e no caso da sulfametoxazol, 0%. Os
resultados obtidos deixam claro que ha necessidade do desenvolvimento de
estudos sobre a rota destas substéncias no ambiente e da sua influéncia nos
organismos aquaticos'".

Com relacdo a ambientes como o tropical, até o presente momento,
poucos estudos foram publicados. Uma pesquisa avaliou um total de 11 drogas
polares diferentes (acido acetilsalicilico, Ibuprofen, diclofenaco etc) na regido
do rio Paraiba do Sul, em alguns de seus afluentes e na baia da Guanabara no
estado do Rio de Janeiro. Esta € uma regido com alta descarga de estagdes de
tratamento de esgoto (ETE). A detecgdo das drogas estudadas e/ou seus
metabdlitos nas amostras mostrou que as mesmas ndo sdo degradadas nos
sistemas utilizados (filtro biolégico e lodo ativado). O diclofenaco, por exemplo,
foi encontrado em 7 de 8 pontos amostrados no rio Paraiba do Sul e sua
concentragao variou de 0,02 a 0,06 pg/L. A importancia deste trabalho vem do
fato de que o rio Paraiba do Sul é a principal fonte de agua para o
abastecimento da populagdo do estado do Rio de Janeiro®.

A partir das informacbes relatadas, observa-se a necessidade do
desenvolvimento estudos para que se amplie o banco de dados atual de forma
que as seguintes questdes sejam respondidas:

(1) Como varia de acordo com a estagao do ano a presengca de OWCs nas
fontes de agua?
(2) Como os tratamentos adotados nas ETE e ETA reduzem a

concentragcdo dos OWCs? E

(3) Que processos fisicos e/ou quimicos reduzem a concentragdo ou
eliminam os OWCs??’
Enfim, esclarecer como se comportam os PhACs no meio ambiente, qual

seu destino e o aporte nas diferentes regides e climas do planeta.

2.3 Antibioticos e seu aporte ambiental

Os antibiéticos podem ser considerados como substancias
“pseudopersistentes” no meio ambiente pelo fato de que possuem uma meia-

vida relativamente curta, sdo polares, nao volateis e, devido as suas estruturas
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quimicas, promovem reacdes de alta complexidade'. A figura 2.2 apresenta as
estruturas gerais de alguns grupos de antibiéticos de uso comum na medicina

humana e veterinaria.
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Figura 2.2: Férmula estrutural geral das: (a) penicilinas, (b) cefalosporinas, (c)

tetraciclinas, (d) cloranfenicol, (e) quinolonas e (f) sulfonamidas.

Um fato que chama a atencdo observando essas estruturas é a
presenca de um grande numero de grupos funcionais entre eles acido
carboxilico, amida, amina, alcool, cetona, enol, fenol, tiazol, nitro composto,
derivados halogenados, sulfonamida entre outros, o que caracteriza a grande
atividade quimica e biologica destas substancias. Estes grupos funcionais
fazem com que estas moléculas se liguem a particulas soélidas ou formem
complexos, dependendo do pH do meio. Desta forma, podem permear o solo
sendo carreadas para o lengol freatico atingindo os rios e expondo os
organismos aquaticos a este tipo de contaminagao’”’.

Na medicina humana, os antibiéticos beta-lactamicos, particularmente as
penicilinas e as cefalosporinas, ocupam lugar de destaque pelo fato de que

juntas somam a maior quantidade de produtos biotecnologicamente produzidos
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no mundo. Nas ultimas cinco décadas, houve um crescimento significativo da
producao, o que levou a quantidade suficiente para atender a toda populagao
mundial. Estima-se que o mercado mundial de antibidticos beta-lactamicos
esteja em torno de US$ 15 bilhdes, dos quais aproximadamente US$ 9,9
bilndes se referem a venda de cefalosporinas e US$ 5 bilhdes de penicilinas.
Esta industria representa a maior produgcdo mundial de produtos
biotecnologicamente fabricados e atinge aproximadamente 65% do total de
antibidticos produzidos no mundo?®.

Em 1996 cerca de 10.200 toneladas de antibidticos foram utilizados nos
Estados Unidos dos quais aproximadamente 50% na veterinaria e como
promotores de crescimento. Em 1999 os dados da Federacdo Européia de
Saude Animal mostraram que 13.288 toneladas de antibidticos foram
consumidas pelos Estados Unidos e Suécia sendo que 65% para consumo
humano, 29% veterinario e 6% como promotor de crescimento®. No ano de
2000, os Estados Unidos produziram cerca de 16.200 t dos quais 70% foram
usados em fazendas de confinamento de animais (gado, suino, aves, peixes
etc). Este total se refere a oito vezes a quantidade utilizada pela medicina
humana no mesmo periodo?’.

No Brasil, no ano de 2003, a amoxicilina e seus sais ocuparam lugar de
destaque na importacdo de farmoquimicos. Foram os produtos com maior
volume de importagdo, atingindo um total 2,1% do total'® (Ministério do
Desenvolvimento, Industria e Comércio Exterior, 2004). O Brasil conta hoje
com 1032 industrias farmacéuticas de micro, pequeno, médio e grande porte. A
distribuicdo das mesmas pelo pais encontra-se representada na figura 2.3 a

seqguir.
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Figura 2.3: Percentual de distribuicdo das industrias farmacéuticas no Brasil.
Fonte: MDICE, 2004°.

Nos Estados Unidos, no ano de 2004, a amoxicilina foi o 6° produto
farmacéutico mais consumido em uma lista de 300%', s6 perdendo para
medicamentos para pressao e problemas cardiovasculares.

A entrada no ambiente de PPCPs ocorre a partir de uma variedade de
fontes, as principais sdo os esgotos hospitalares, esgotos domésticos, areas de
irrigacdo adubadas com lodo de ETE, adubos organicos contendo antibiéticos,
infiltracdo a partir de tanques de psicultura, a producgao industrial, lixiviagao de
aterros, residuos de processamentos de produtos alimenticios de origem
animal etc *. A contaminagdo pela manufatura é importante pelo fato de ser
localizada. A identificacdo da rota destas substancias no ambiente € um ponto
crucial para o entendimento dos efeitos das mesmas. A questdo é bastante
complexa pois, como apresentado, as fontes de contaminagdo sdo muitas®.

A biotransformagédo de compostos farmacéuticos pelos organismos nem
sempre é eficiente. Essa biodegradagdo modifica a estrutura quimica bem
como a atividade da molécula, que frequentemente resulta em uma mudanca
de comportamento fisico-quimico e das propriedades farmacologicas. O
metabolismo destas moléculas pode frequentemente ser baixo ou incompleto,
variando de 0 a 100%"3, entrando no meio ambiente através da excrecdo, o
que levanta uma preocupacgao quanto a eficiéncia das ETE convencionais na
eliminagdo destes contaminantes.

Estudos realizados na Itdlia para substancias excretadas nao

metabolizadas em quantidades significativa a partir do balango de massa e da
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razao de excrecado (quantidade vendida x razao de excregdo), estimam um
aporte ambiental na ordem de toneladas por ano para amoxicilina, ranitidina,
lincomicina e eritromicina®.

O conhecimento da taxa de excregdao bem como da biodegradabilidade
dos CFHP é importante tendo em vista o fim a que se destinam'®. Agentes
terapéuticos nao sdo ambientalmente diferentes de outros compostos
organicos tais como pesticidas e herbicidas, alguns deles mantém sua
atividade residual mesmo em biossdlidos ou no esterco animal por um longo
tempo. Os biossoélidos sao comumente utilizados como adubos e aplicados em
terras agricultaveis, o que pode levar metais, patégenos e agentes terapéuticos
para o solo, agua e vegetacdo existente’®. Alguns PhACs sao utilizados em
quantidades equivalentes as dos pesticidas em paises como a Alemanha®. A
tabela 2.5 apresenta dados referentes a taxas de excregao por fezes e urina de
alguns agentes terapéuticos de uso humano e veterinario bem como dados
referentes a sua biodegradabilidade >'*.

Observando a tabela 2.5, podemos destacar os antibidticos beta-
lactdmicos penicilina G com uma razdo de excregcdao de 50 a 70% sem
alteracdo, de 30 a 70% na forma de metabdlitos e com sua biodegradabilidade
considerada parcial, a amoxicilina com razao de excregcao de 80 a 90% e a
ampicilina de 30 a 60% sem alteragéo.

Estudos realizados na Alemanha mostram que s6 no ano de 1998,
aproximadamente 412 toneladas de antibidticos foram consumidas
(aproximadamente 0,5 g per capta ao ano). Tendo em vista a taxa de excrecao,
a quantidade prevista de entrada nas ETE foi de 305 t sendo que deste total,
73% correspondem a antibiéticos beta-lactamicos. A figura 2.4 apresenta a
quantidade de antibiéticos que chegam nas ETE de acordo com os grupos a

que pertencem considerando a razdo de excrecdo média de cada um'®.
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Tabela 2.5: Excrecdo e biodegradabilidade de alguns agentes de uso

terapéutico.
Substéancia Razao de excrecao (%) biodegradabilidade
Sem metabolitos
alteracao

Consumo humano

Amoxicilina 80-90 10-20 Sem dados

Ampicilina 30-60 20-30 Sem dados

Penicilina G 50-70 30-70 Parcialmente
degradavel

Penicilina V ~40 ~60

Eritromicina >60

Cloranfenicol 5-10 - Sem dados

Clorotetraciclina >70 - t12 = 20 dias (solo)

Oxitetraciclina >80 - t12 = 20 dias

Sulfametaxazole 15 - Persistente

Tetraciclina 80-90 - Persistente

Consumo veterinario

Ivermectin 40-75 25-60 Persistente

Tylosin 28-76 - t12 = 3-8 dias

Estreptomicina >66 - Persistente

Virgiamicina 0-31 - Persistente

Clortetraciclina 17-75 - t12 > 64 dias

Oxitetraciclina 20 - t12 > 20 dias

Adaptada de HIRSCH et al., 1999° e JJEMBA, 2002™.
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Figura 2.4: Aporte de antibidticos nas ETE da Alemanha em 1998 de acordo
com consumo e raz&o de excregao.
Fonte: KUMMERER E HENNINGER, 2003".

As pesquisas de CFHP em agua potavel apontam para o fato de que as
mesmas nao sdo biodegradaveis e nem tdo pouco eliminadas durante o
processo de tratamento em ETE e/ou ETA. Os efluentes hospitalares sao
considerados uma fonte importante de contaminagdo ambiental. Drogas como
analgésicos, antibioticos, lipideo reguladores, agentes psicofarmacoldgicos,
agentes citostaticos, meios de contraste etc ja foram identificados neste tipo de
efluente. Na Alemanha, em 1999, 411 t de antibidticos foram utilizadas em
aplicagdes humanas sendo que 105 t s6 em hospitais. Considerando-se a
razao de excregao, temos que cerca de 86 t foram descarregadas nos esgotos
hospitalares. A concentragdo estimada de antibidticos nos efluentes
hospitalares foi da ordem de 0,1 a 2,9 mg/L, encontrando-se na mesma razéo
da concentragdo semi-maxima de inibicdo (MICsp) determinada para bactérias
patogénicas sensiveis a substancias especificas ou a grupo de substancias. A
possibilidade do desenvolvimento de organismos resistentes em filmes
biolégicos (isto €, em areas com alta densidade de bactérias), como por
exemplo, canos de esgoto e estagdes de lodo ativado precisam passar com

urgéncia por um processo de avaliagao®>.
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Apesar da estrutura quimica bastante diferenciada para antibiéticos,
lipideos reguladores, antiinflamatodrios, tranquilizantes, meios de contrate e anti-
conceptivos, eles sdo os PhACs mais encontrados nas ETE. A ocorréncia,
quantificacdo, potencial para biodegradabilidade etc para essas substancias
necessitam ser avaliada. Como ja vimos, a responsabilidade pelo aporte
dessas substancias sao os efluentes hospitalares, as descargas industriais e os
esgotos domeésticos. As ETE urbanas normalmente ndo foram projetadas para
receber o volume e a diversidade de poluentes naturais e sintéticos emitidos
em nivel de tracos. Muitos estudos mostram que a remocg¢ao de CFGP em ETE
municipais varia de 60 a 90% para compostos polares® e que esta remogao
pode ser atribuida também a adsorcdo em superficies soélidas. Como
consequéncia, uma enorme quantidade de CFHP s&o despejados nos corpos
hidricos receptores das ETE contaminando o ambiente aquatico. No caso de
compostos polares como, por exemplo, acidos carboxilicos, presente nos
antibidticos beta-lactamicos; a questdo é mais delicada pois 0 mecanismo
principal de eliminagdo é atribuido a biodegradagédo e estudos mostram que
nestes casos ocorre menos de 10% de degradacdo™.

Apesar do grande consumo de antibidticos beta-lactdmicos para uso
humano e veterinario, poucos estudos mostram a presenca destas substancias
intactas em efluentes de esgoto domésticos, em aguas superficiais ou
profundas. Isto se deve a baixa estabilidade do anel B-lactama que pode ser
aberto pela enzima B-lactamase produzida por bactérias e também pela
hidrolise quimica destas substancias. Esta possibilidade ndo exclui a presenca
destas substancias em aquiferos nos locais onde estercos e lodo de ETE séo
utilizados como biossélido ou ainda em efluentes de hospitais *. Ha a
necessidade do desenvolvimento de metodologias analiticas para antibidticos
beta-lactdmicos que sejam sensiveis as concentragbes encontradas em
ambientes naturais e em efluentes®.

Estudos com aguas superficiais mostraram a presenca de amoxicilina,
ampicilina, mezlocilina, flucloxacilina e piperaciclina em concentracbes acima
de 48 ng L. Em aguas de rio, amoxicilina foi detectada em concentracdes
préoximas a 10 ng L™ neste mesmo estudo®. Outros estudos realizados com

aguas do rio Poudre, Colorado — EUA mostraram a presengca de AMP em
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concentracdes em torno de 11 ng L' em areas com grande atividade

agricola®, areas essas que utilizam biossélidos provenientes de suinocultura.

2.4 Desenvolvimento de organismos resistentes

O uso de antibidticos pelos seres humanos pode estar nos mostrando
um experimento em evolugdo nunca antes imaginado. A partir dele estamos
presenciando uma selecao natural em um tempo real. Nos ultimos 50 anos
temos observado o aumento do numero de espécies e cepas de bactérias
patogénicas e comensais resistentes a antibioticos. Inumeros estudos nesta
area estdo sendo publicados. Alguns enfocam questbes como o custo biolégico
da resisténcia®, a evolucdo da resisténcia em organismos patogénicos®, a
razdo da mutacdo bacteriana®®, o uso de antibidticos em hospitais e sua
relagdo com a resisténcia de organismos no meio ambiente’™*°, o
desenvolvimento de resisténcia de E. coli e Enterobacteriacea isolada de
frangos de corte*', e até o estudo de enterobactérias de roedores selvagens,
animais que vivem em regides isoladas, resistentes a amoxicilina e ampicilina
42

A presenca de antibidéticos no meio ambiente como resultado de
contaminagdes levanta uma questao bastante preocupante, o desenvolvimento
de populagbes de microorganismos resistentes. A atividade bioldgica dos
antibidticos tem como objetivo inibir o crescimento de bactérias, isto ocorre
quando concentragdes consideradas altas dessas substéncias sdo ministradas
e destroem totalmente as populagdes. Quando a concentracio é relativamente
baixa, na ordem de ng/L ou nug/L, ha a possibilidade do desenvolvimento de
linhagens resistentes. As consequéncias da presenga de concentragdes a este
nivel no ambiente ainda sdo pouco conhecidas, ja que a pesquisa nesta area €
incipiente. Alguns estudos mostram que a transferéncia de resisténcia
apresentada por bactérias em laboratério pode ocorrer da mesma forma no
ambiente natural®. Estudos com E. coli ¥, Ps. Putida®® e Acinetobacter spp*
avaliam o padrao de resisténcia desses organismos, isolados de efluentes de
estacdes de tratamento de esgotos com descarga hospitalar, a antibidticos do

grupo da penicilina. Estes estudos concluem que as bactérias isoladas s&o
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resistentes e que este tipo de contaminacdo pode contribuir para com a
disseminagao das mesmas no meio ambiente.

A biodegradabilidade de antibidticos € um estudo importante para que se
tenha uma idéia do comportamento dos mesmos em uma ETE de lodo ativado
ou ainda em um filtro biolégico. Os antibidticos ciproflaxacina, oflaxacina e
metronidazole foram avaliados quanto a sua biodegradabilidade utilizando-se
do método CBT (Close Bottle test, OECD 301D) e genotoxicidade (SOS
chromotest) em uma ETE simulada. Os resultados obtidos mostraram que os
antibiéticos ndo se degradam biologicamente de acordo com o CBT, logo a sua
genotoxicidade nao foi eliminada. Os processos como adsorgao, hidrélise ou
degradagdo ocorreram em larga escala, necessitando desta forma mais
investigacdes para que se possa entender o caso 46

A avaliagdo da presenca de organismos resistentes a antibidticos em
rios que recebem o aporte de ETE de tratamento de efluentes hospitalares ou
ainda outras fontes de contaminacdo como as plantas de produgdo de
antibiéticos sado fundamentais para a compreensao do comportamento destas
substancias no meio ambiente. Um estudo importante investigou a resisténcia a
antibidticos utilizando a Acinetobacter spp. (organismo conhecido por
disseminar infecgdes hospitalares) como bactéria indicadora. As mesmas foram
isoladas no rio que recebe o aporte de 2 ETE, uma com carga de esgoto
hospitalar e outra que recebe efluente de planta de producao de antibidticos.
Os pontos de coleta selecionados encontravam-se abaixo do ponto de
descarga de duas ETE. As bactérias forma coletadas, incubadas, replicadas e
isoladas a partir de um procedimento de enriquecimento seletivo. A quantidade
de organismos isolados neste ponto do trabalho foi de 180 cepas provenientes
das amostras da ETE hospitalar e 205 provenientes da ETE da planta
industrial. Seis agentes antimicrobianos foram usados como representantes
das diferentes classes de antibidticos: amoxicilina, oxitetraciclina, cloranfenicol,
sulfametaxozole, gentamicina e ciproflaxicina. O comportamento resultante
com relagdo a percentagem de organismos resistentes as drogas estudadas,

encontra-se na tabela 2.6 *°.

27



Tabela 2.6: Predominadncia de resisténcia a antibidtico de cepas de

Acinetobacter proveniente de esgoto hospitalar e de planta farmacéutica.

% de resistentes as drogas

Droga Hospital Planta farmacéutica
Amoxicilina 3,1 31,6
Ciprofloxacina 0 0
Gentamicina 3.1 12,3
Cloranfenicol 26,6 61,4
Oxitetraciclina 12,5 61,4
Sulfametaxozol 4.7 57,9

Fonte: GUARDABASSI et al., 1998*.

A alta percentagem de resistentes entre as cepas provenientes da planta
farmacéutica é preocupante, chegando a ser dez vezes maior do que os de
origem hospitalar.

Uma outra observagao com relagao ao trabalho citado é o fato de que as
cepas isoladas apresentaram multipla resisténcia aos antibidticos. A tabela 2.7

a seguir apresenta estes resultados®.

Tabela 2.7: Predominancia de multipla resisténcia a antibiético de cepas de

Acinetobacter proveniente de esgoto hospitalar e de planta farmacéutica.

% de isolados com o fenétipo

Fendtipo Hospital Planta farmacéutica
Sensivel 64,1 8,8
Resistente a um antibidtico 29,7 28,1
Resistente a dois antibidticos 1,6 24.6
Resistente a trés ou mais antibioticos 4,7 38,6

Fonte: GUARDABASSI et al., 1998%.

Conclui-se com esses resultados que o uso indiscriminado de
antibidticos pode romper o balango microbiano natural em favor das bactérias
resistentes e que, no caso particular das plantas farmacéuticas, seus efluentes

podem levar a selecdo de bactérias resistentes no proprio esgoto. Em se
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pensando no possivel impacto ecolégico gerado pelos residuos da produgao de
agentes antimicrobianos, ha a necessidade do desenvolvimento de mais
pesquisas que permitam avaliar a disseminagdo de organismos com genes
resistentes a antibiéticos no meio aquatico®.

A avaliacao da resisténcia de E. coli a antibidticos isolada em diferentes
ETE municipais amplia o entendimento quanto ao desenvolvimento de
organismos resistentes nestes ambientes. Em um estudo, 767 E. coli foram
isoladas e sua resisténcia a 24 antibidticos diferentes foi testada. Dentre eles
ampicilina, amoxicilina, gentamicina, tetraciclina e cefalosporina. Os
organismos foram selecionados a partir da coleta em 5 pontos diferentes a
saber: entrada do esgoto bruto, tanque de lodo ativado, efluente da ETE, corpo
receptor antes da descarga, corpo receptor apos a descarga e lodo prensado.
Os resultados obtidos mostraram que E. coli apresentou resisténcia a 16 dos
24 antibidticos estudados, isto é, para 33% dos organismos os antibiéticos se
mostraram 100% efetivos. Em especifico para as penicilinas a resisténcia
apresentada foi de 18%, para as cefalosporinas de 11% e para as quinolonas
de 2% **.

Ndo se encontra até o presente momento na literatura estudos de
resisténcia a antibioticos desenvolvidos com organismos isolados em regides
tropicais. Ndo ha informagdes sobre a atividade biologica dos PPCPs nestas
regides. Ainda é incipiente a quantidade de dados sobre a ecotoxicologia de
farmacos e seus metabdlitos. H4 a necessidade do desenvolvimento de
pesquisas nesta area pois a questdo do desenvolvimento de organismos
resistentes € bastante preocupante. A seletividade natural favorece esses
organismos, o que faz com que seu cddigo genético seja repassado e esta

alteracao é irreversivel.

2.5 Degradacao de contaminantes organicos por POA
A crescente demanda por produtos industrializados levou a necessidade

do desenvolvimento de tecnologias para a destruicdo ou desintoxicagdo de

efluentes com OWCs. Os processos oxidativos avancados estdo sendo
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exaustivamente estudados para uma diversidade de substancias visando a
mineralizagdo das mesmas.

A importancia dos POA pode ser observada a partir do crescente
numero de pesquisas publicadas a partir da década de noventa (1990)
envolvendo uma diversidade de compostos quimicos. A tabela 2.8 apresenta

algumas substancias estudadas. As pesquisas centram-se em compostos

utiizados em industrias téxteis,

persistentes (POP). Com

carecemos de estudos especificos.

de papel

relagdo aos compostos farmacéuticos,

e nos poluentes organicos

ainda

Tabela 2.8: Estudos de degradagao de compostos quimicos por POA.

Substancia estudada

Referéncia

Corantes*®*®

RODRIGUEZ et al.,, 2002, KANG et
al., 1999

Pigmentos*’

KANG et al., 1999

Organoclorados®>"*

CHAMARRO et al., 2001,TROVO et
al., 2005, PIGNATELLO, 1992

BTX52,53

SAFARZADEH-AMIRI
TIBURTIUS et al., 2005

et al., 1997;

aminas aromaticas®*

CASERO et al., 1997

Chorume®®

LANGE et al., 2007

compostos

farmacéuti00356,57,58,59,60,61 ,62

ZWIENER et al., 2000; DOLL et al.,
2003, LOPEZ et al., 2003; HUBER et
al., 2003; ANDREOZZI| et al., 2005;
TERNES et al., 2003, TROVO et al.,
2008

derivados aromaticos®”

CHAMARRO et al., 2001

biorecalcitrantes
|48

compostos em

efluentes de industria téxti

RODRIGUEZ et al., 2002

produtos de higiene pessoal®

TERNES et al., 2003

Fenol®

WILL et al., 2004

Herbicidas®’

TROVO et al., 2005
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Herbicidas organoclorados como 2,4-D e 2,4,5-T foram tratados com
reagente de Fenton e Fenton/Fe** com e sem radiacdo UV. A degradacdo com
irradiacdo a 300 nm se mostrou mais eficaz, levando ao desaparecimento dos
herbicidas em menos de 2 h de reacéo. Este processo foi sensivel a pH e altas
concentracdes de H,O, e promoveram a mineralizacao total dos contaminantes
estudados™’.

A degradacao de BTX (benzeno, tolueno e xileno) em agua foi avaliada
comparando-se os POAs foto-peroxidagédo, foto-Fenton e foto-degradacéo
mediada por oxalato de Ferro (lll). A degradacédo que se mostrou mais eficiente
foi a que utilizou foto-degradacdo mediada por oxalato de Ferro (lll). A
degradacgao destes POPs foi total em um periodo de 30 min de reagdo. Em
termos de consumo de energia, kWh, este processo também mostrou-se mais
eficiente que os demais®.

Um estudo para medir a eficiéncia da conversao de aminas aromaticas
cancerigenas presentes em efluentes liquidos em produtos por clivagem do
anel, foi realizado utilizando-se reagente de Fenton. O tratamento oxidativo
realizado durante 1 h a temperatura ambiente mostrou uma taxa de remocao

que variou em torno de 99,9%. A tabela 2.9 apresenta estes resultados **.

Tabela 2.9: Eficiéncia de conversdo de aminas cancerigenas em produtos

degradados utilizando reagente de Fenton

Amina Eficiéncia de remocéo (%)
o-dianisidina 99,99
1-naftilamina 99,97
2-naftilamina 99,95
3,3’-diclorobenzidina 99,99
p-anisidina 99,85
4-cloroanilina 99,74
2,4-diaminotolueno 99,99
o-tolidina 99,88
anilina 99,93

Fonte: CASERO et al., 1997°*.
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Com o objetivo de comparar diferentes métodos de oxidagao, um estudo
entre a foto-peroxidacao, reagente de Fenton e foto-Fenton foi aplicado para
efluentes de uma planta de manufatura de corantes. A remogéo de cor e da
DQO deste efluente foram os parametros utilizados para avaliagcdo. Em 2 horas
de reacao, a oxidacao por foto-Fenton levou a uma remoc¢ao de 80% na DQO e
90% na cor®.

O balango de massa das concentragdes dos produtos farmacéuticos
presentes no afluente e no efluente de uma ETE mostra que os mesmos nao
sao removidos com os tratamentos atualmente utilizados. A presenca de
farmacos como AAS, Ibuprofen, diclofenaco, acido clodibrico, e acido
fenofibrico em aguas profundas e superficiais confirmam esta questo®.
Estudos da oxidagdo destes farmacos utilizando POA desenvolvidos como
novas tecnologias para o tratamento de efluentes. Um estudo realizado nas
aguas do rio Ruhr, na Alemanha, que recebe carga de ETE, mostrou que a
percentagem de redugao a partir de reacdo com O3 (5,0 mg/L) e H,O, (1,8
mg/L) durante 10 min, em amostras de aguas superficiais contaminadas, foi de
92% para o acido clofibrico, 88% para ibuprofen e 3,2% para o diclofenaco®.

Todos os trabalhos apresentados indicam para a possibilidade do uso de
POA como tratamento mas ndo como unico, ha a necessidade da combinagao
com tratamentos fisicos e/ou biolégicos pois o rendimento para cada caso é

bastante variavel, como pode ser observado.

2.6 OWCs: antibio6ticos penicilanicos

Os efluentes de uma industria farmacéutica sdo provenientes dos
processos de lavagem das linhas de producdo e se caracterizam por baixo
fluxo e pequena carga poluidora. Ocorre que os efluentes gerados na
formulacdo de antibidticos tém baixa biodegradabilidade e praticamente uma
unica substancia ativa. Isto se deve ao fato de que a linha de producao de
penicilanicos ¢é isolada das demais linhas industriais e sua carga de efluentes é
descarregada em um reservatorio exclusivo. Como os antibidticos séo
compostos bioinibidores, ha a necessidade de um pré-tratamento quimico para

estes efluentes antes de sua descarga em uma estagado de lodo ativado ®*.
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2.6.1 Degradacéo de antibioticos penicilanicos utilizando POA

Diversas técnicas de oxidacao estdo sendo avaliadas atualmente com
relacdo a degradacao de antibiéticos penicilanicos. Degradagdes utilizando Os,
03/H,0, e reagente de Fenton tém sido descritas na literatura.

A degradacao de antibidticos de uso humano (penicilina VK, ceftriaxona
sédico) e veterinario (enroflaxina), usando O3 e O3/H,0 foi avaliada utilizando-
se amostras sintéticas das formulagdes. As substancias ativas presentes
nestas amostras foram a penicilina VK (grupo das penicilinas), a enrofloxacina
(grupo das quinolonas) e o ceftriaxona sdédico (grupo das cefalosporinas). O
efeito do pH, da DQO inicial e da concentragdo de H,O, foram medidos e a
concentragédo de O3 foi mantida constante, na ordem de 2,96 g/h. A reducéo de
DQO, em pH=7, foi de 74% para ceftriaxone sédica, 69% para penicilina VK e
88% para enroflaxina. Os resultados obtidos mostraram que a ozonizagdo é um
bom método para uso como pré-tratamento de efluentes em pH neutro %.

Os efluentes da producdo industrial de amoxicilina triidratada (AMX)
foram estudados com o objetivo de avaliar a sua degradacdo frente aos
oxidantes ozénio e ozénio/perdxido de hidrogénio em diferentes pH. Avaliou-se
também a capacidade de degradagdo dos residuos da oxidag&o por tratamento
bioldgico. O parametro utilizado para este estudo foi a remog¢ado da DQO. Para
avaliagdo da biodegradabilidade a razido DBOs/DQO foi utilizada como
parametro. A DQO inicial deste efluente é de 830 mg de O,/L e seu pH = 6,9.
Os estudos de degradacdo ocorreram durante o periodo de 1 h e a
concentragdo de Ogj utilizada foi de 2.500 mg/(L h). Os resultados obtidos
mostraram que o melhor rendimento (remogao de DQO) foi para a oxidagao
com O3/H2032, 82%, com o uso de 2,0 mM de H,O, em pH = 10,5 (tamponado).
Para este caso, a biodegradabilidade, DBOs/DQO, variou de 0,02 (t= 0 min) a
0,45 (t= 360 min) indicando a possibilidade de tratamento biologico®.

Um outro estudo mostra a avaliacdo do uso dos POA fotdlise,
ozonizacgao, fotoozonizagao, fotoperoxidagao, reagente de Fenton, foto-Fenton,
Fenton/Fe** e foto-Fenton/Fe** na degradagcdo de efluente da producéo
industrial de AMX em diferentes pH. O pardmetro usado para avaliar a

degradacgao foi a DQO e a biodegradabilidade DBOs/DQO. As caracteristicas
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iniciais do efluente sdo: pH= 6,95, DQO= 1.555 mg O,/L, DBOs= 0 mg. O,/L.

Os resultados obtidos encontram-se na tabela 2.10.

Tabela 2.10: Resultados obtidos a partir da degradacao por diferentes POA de

eflluente industrial da produgcao de AMX.

Processo de oxidacao DBOs/DQO Remocéao de DQO (%)
Efluente in natura 0,000 0
O3/ pH=3 0,083 15
Os/ pH=7 0,080 28
O3/ pH=11 0,078 49
Fotolise/ pH=7 0,000 0
H,02(40mM)/ pH=7 0,009 11
H>02(30mM)/ pH=7 0,007 22
Foto-Fenton/ pH=3 0,007 56
Foto-Fenton/Fe>*/ pH=3 0,045 66
Fenton/ pH=3 0,010 61
Fenton/Fe**/pH=3 0,008 46

Fonte: ARSLAN-ALATON et al., 2004%,

Os resultados obtidos mostraram uma baixa biodegradabilidade dos
residuos gerados pela oxidagao do efluente de AMX. Estudos com o substrato
ativo (AMX) mostraram uma remogao de COT na ordem de 56% utilizando-se
foto-Fenton em pH=3, indicando a remogao do ingrediente ativo AMX nestas
condigdes. Maiores investigagdes sobre o comportamento dos residuos da
degradacao por POA em uma estacgao de lodo ativado precisam ser realizados
para obter resultados mais confiaveis .

A degradagdo por Fenton/Fe** e foto-Fenton/Fe** bem como a
toxicidade dos residuos gerados foi avaliada para a formulagdo do antibiético
injetavel penicilina G. A melhor taxa de remog¢ao da DQO foi obtida para o foto-
Fenton/ Fe*", 56%, nas seguintes condigdes experimentais: [Fe** ] = 1,5 mmol
L™, [H202] = 25 mmol L', pH=3, DQO, = 585 mg O./L, para um tempo de
tratamento de 30 min. A biodegradabilidade, BDOs/DQO, também foi avaliada e

atingiu 0,45 apds aplicacdo do foto-Fenton/ Fe**, o que mostra boa degradacéo
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bioldégica para os residuos formados. Com relagdo a redugdo de COT, uma
reducéo de 42% foi obtida apds tratamento oxidativo. Como os efluentes da
producado de antibidticos contém altas concentragdes de compostos refratarios,
eles podem inibir a atividade do processo de lodo ativado e provocar efeitos
téxicos nos organismos aquaticos dos corpos de agua onde sao langados apos
o tratamento. Um estudo de toxicidade aguda para Daphnia magna nas
condigdes experimentais propostas para o foto-Fenton/ Fe**, nado indicou
toxicidade aguda levando a conclusdo de que este € um pré-tratamento
adequado para este tipo de efluente °°.

Um outro estudo para efluente da penicilina G injetavel objetivou avaliar
a degradacdo do mesmo utilizando ozonizagao e peroxiozonizagdo. Também
foi feito um estudo de biodegradabilidade e toxicidade aguda para os residuos
gerados pela degradagao além de avaliar a capacidade de inativagdo do lodo
ativado pelos mesmos. Os resultados obtidos mostraram que os efluentes da
formulacao de antibidticos sdo uma preocupacao devido ao potencial toxico e
alta resisténcia a degradacédo por microorganismos. Esta alta resisténcia e
toxicidade podem ser minimizadas por diferentes processos quimicos utilizados
como tratamento combinado. Os resultados mostraram que a peroxiozonizacao
conduzida a pH=7 e com concentrac&o inicial de H,O, de 10 mmol L™, levou a
melhor razdo DBOs/DQO, mas este tratamento ndo remove completamente a

toxicidade, logo ndo garante um bom rendimento na estagado de lodo ativado ©’.

2.7 Investigacao de efeitos téxicos e mutagénicos

Os efluentes industriais e domésticos sédo caracterizados como misturas
complexas entre compostos organicos e inorganicos. Essa complexidade nao
permite que se determine a nocividade dos mesmos baseando-se apenas em
analises quimicas. O desenvolvimento de sistemas-teste bioldgicos,
combinados com analises quimicas, permitem o levantamento de dados com
base cientifica que levam a regulamentagcdo da descarga de substancia
potencialmente perigosas no meio ambiente o8

A introducdo do sistema-teste Allium cepa para a avaliagado de efeitos

citogenéticos ocorreu em 1938. Desde entdo, este sistema tém sido usado
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largamente como material biolégico para ensaios em laboratérios devido ao
rapido crescimento de suas raizes e também da resposta do material genético
na presencga de substancias com potencial citotdéxico e genotoxico em solugdes
aquosas 69,70,71,72

O sistema teste Allium cepa ¢é adequado para se avaliar a
genotoxicidade em efluentes industriais. Se o sistema for aplicado a misturas
complexas de substancias com niveis toxicos desconhecidos € recomendada a
medida do crescimento radicular apdés a avaliagdo da genotoxicidade % A
inibicdo do crescimento das raizes no Allium cepa é um método adequado para
avaliar-se a presenca de substancias tdéxicas em diferentes concentracbes. A
simplicidade desse teste € uma das razbes que fez com que as agencias
internacionais de protecdo ao meio ambiente o recomendassem como método
para estimar a poluicdo e toxicidade causada por efluentes industriais e
domésticos. O efeito macroscopico no crescimento das raizes de A. cepa
podem ser claramente observados em agua de rio dopada com ions Cu, Zn e
Pb’".

Com relagdo ao potencial toxico de uma substancia, alguns autores se
utilizam da Diretiva Norte-Americana 93/67/EEC para interpretar a questao.
Esta Diretiva adota a seguinte classificacdo de acordo com a ECsy (menor
concentragao que elimina 50% dos organismos) '?:

ECsp <1 mg/L =» muito toxico
1 mg/L < ECsp < 10 mg/L =» tdxico
10 mg/L < ECsp < 1 g/L =» perigoso para organismos aquaticos

Estudos utilizando bactérias e algas como bioindicadores de toxicidade
mostraram com base na Diretiva 93/67/EEC, que os antibiéticos oflaxacina,
eritromicina, clortetraciclina, oxitetraciclina e tilosina encontram-se na classe de
muitos toxicos. Esse estudo conclui que efluentes de ETE descartados sem um
tratamento adequado podem causar efeitos adversos nos organismos
aquaticos ',

O controle do descarte de efluentes liquidos no corpo receptor é
estabelecido, no Brasil, por legislacdo federal, CONAMA 357/0573, que
especifica as substancias e padrboes numeéricos de emissao. Ao se considerar a
grande quantidade de substancias passiveis de serem langadas no ambiente

aquatico por atividades industriais, verifica-se que o numero € muito maior do
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que as que foram estabelecidas pela legislagao. A identificagdo e detecgao de
todas as substancias presentes em efluentes de natureza quimica complexa é
inviavel tanto analitica quanto economicamente. Ainda que padrdes fossem
estabelecidos, ndo seria possivel estimar os efeitos que essas substancias
apresentam sobre a biota aquatica’™.

O controle de efluentes complexos pode ser realizado através de testes
de toxicidade. Neste teste, organismos sao expostos a varias concentragdes do
efluente, verificando-se o efeito do mesmo sobre os organismos-teste. Este
efeito traduz o resultado final das ag¢des aditivas, antagbnicas e sinérgicas das
substancias biodisponiveis que os compdem 4.

Enquanto as analises quimicas identificam e quantificam as substancias
que compdéem um efluente os testes de toxicidade avaliam o efeito do efluente
sobre sistemas biologicos que reagem a uma situagdo global, isto é, ao
efluente como um todo. As vantagens dos testes de toxicidade séo:
possibilidade de ser avaliada a toxicidade conjunta de todos os constituintes de
um efluente de natureza quimica complexa; possibilidade de se avaliar a
reducdo do efeito toxico ao se limitar a um unico parametro (toxicidade), a
possibilidade de também se avaliar a biodisponibilidade e as interacbes dos
constituintes e de se obter o fator de diluicdo que promovera a reducéo da
toxicidade, mesmo sem o conhecimento exato de quais ou quantas substancias
estdo sendo geradas "°.

Apesar da dificuldade de se estabelecer uma relagcdo entre
contaminantes do meio ambiente e espécies vivas a comunidade cientifica
admite que a saude humana depende diretamente da saude do ambiente e que
a continua degradagéo desse meio ameaca a qualidade de vida da populagéo.

Muitos organismos sao atualmente utilizados como bioindicadores da
avaliagao de possiveis contaminantes de origem naturais ou provocadas pelo
homem. Em ambientes aquaticos sao utilizados moluscos, vermes bentdnicos,
esponjas, anfibios e peixes. Em ambientes terrestres, aquaticos, e na
atmosfera tem se usado plantas como Tradescantia, Allium cepa e Vicia faba
76.

A toxicidade aguda e crbénica pode ser avaliada utilizando-se crustaceos
como a Daphnia magna, a Artemia salina, peixes como o Brachydanio rerio

além de algas diversas. Estudos com esses organismos sao fundamentais
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para, por exemplo os antibidticos, pois os mesmos sao soluveis em agua,
biologicamente ativos, com baixa biodegradabilidade, potencialmente

bioacumulativos e persistentes no ambiente '

Drogas com estas
caracteristicas podem exercer efeitos nos organismos terrestres e aquaticos
quando liberadas no meio ambiente.

A avaliagdo de drogas como tetraciclina, oxitetraciclina, estreptomicina,
bacitracina, eritromicina, flumequina entre outras de uso veterinario foram
realizadas e mostraram potencial téxico quanto a reprodugdo de organismos
como a Daphnia magna "’.

Para Artemia salina, estudos de toxicidade aguda mostraram que ECs
foram encontrados para concentragbes de 34,06 mg/L de bacitracina e de
283,1 mg/L de limcomicina 8.

Estudos utilizando bactérias e algas como bioindicadores de toxicidade,
mostram que o0s antibidticos oflaxacina, eritromicina, clortetraciclina,
oxitetraciclina e tilosina encontram-se na classe de muitos toxicos. Este estudo
conclui que efluentes de ETE descartados sem um tratamento adequado
podem causar efeitos adversos nos organismos aquaticos 12,

Entre os bioensaios de mutagénese, as plantas apresentam uma série
de vantagens, com relagdo ao uso de animais entre elas: (a) as técnicas de
deteccdo de mutagénese séo de rapida execugao e de baixo custo; (b) o tempo
de geragcdo de muitas plantas é curto, o que permite verificar os efeitos em
geragbes subsequentes; (c) varios indicadores podem ser usados, como, por
exemplo, variagcdes cromossdmicas, mutacdes génicas, alteragdes foliares, no
embrido e nos grdos de pdlen; (d) os modelos utilizados para analise de
alteragdes cromossémicas apresentam cromossomos grandes, o que tornam
estes modelos convenientes para andlise citogenética; (e) podem ser usadas
para estudos in situ ou ex situ; (f) varios estudos mostram correlagao positiva
entre os efeitos observados nas plantas e aqueles observados em modelos de
mamiferos, o que facilita a deteccéo de genotoxidade, uma vez que a utilizagao
de modelos animais faz-se, muitas vezes, complexa, mais dispendiosa e
demorada; (g) constituem testes altamente sensiveis (poucos falso-negativos)
na predicdo de genotoxidade’®.

O Allium cepa tem sido indicada como um eficiente organismo-teste de

citotoxicidade e mutagenicidade, devido as caracteristicas que possui na sua
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cinética de proliferagao, pelo crescimento rapido de suas raizes, pelo grande
namero de células em divisao, pela sua alta tolerancia a diferentes condi¢cbes
de cultivo, pela sua disponibilidade durante o ano todo, pelo seu facil manuseio
€ por possuir cromossomos em numero reduzido (2n=16) e de grande tamanho
00O uso do Allium cepa tem crescido, principalmente para o monitorar os
impactos derivados de emissdo de efluentes em rios ®. A contagem da
incidéncia de aberragdes cromossdmicas e de micronucleos em células de
meristemas radiculares fornece um método facil para se estudar os efeitos de
diferentes agentes mutagénicos como compostos de mercurio, selénio, zinco e
cadmio, bem como de pesticidas "*7¢®'.

Os resultados positivos obtidos pelo teste de Allium cepa devem ser
considerados como uma indicacdo de que a substancia quimica testada
também pode causar danos bioldgicos em outros organismos’.

A Artemia salina € um pequeno crustaceo da ordem Anostraca. Esse
crustaceo tem sido utilizado em testes de toxicidade devido a possibilidade de
avaliar efeitos de um contaminante em um organismo sob condigdes
controlaveis, permitindo a comparagdao com diferentes contaminantes ou
espécies testadas. A eficiéncia deste teste reside no fato de o mesmo ser
simples, de baixo custo e de facil implantagdo como ensaio de rotina. Esse
teste minimiza os problemas de ordem bioldgica, técnica e de custo pois os
cistos secos para eclos3o sdo faceis de serem obtidos®,

A resposta rapida desse organismo a substancias quimicas ou de
misturas complexas permite o uso Artemia salina em testes de toxicidade. A
avaliacdo da eclosao, letalidade e comportamento locomotor e morfolégico
desse organismo frente a quatro inseticidas ((1)O,S-dimetil acetil fosfor-
amidotioato; (2) O,O-dietil-3,5,6-tricloro-2piridil fosforotioato; (3) dimetil(E)-1-
metil -2-(metilcarbonil)vinil fosfato; (4) O-(4-bromo-2-clorofenil)O-etil-S-propil
fosforotioato) provou que o ensaio pode ser considerado simples e preciso na

determinagao de toxicidade®.

2.8. Biodegradabilidade
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Os processos de tratamento biolégico de um efluente ocorrem por
mecanismos biolégicos envolvendo consorcios de microorganismos que
realizam reacdes de oxidagdo e/ou reducdo com alta eficiéncia e baixo custo.
Estes processos reproduzem os processos naturais que ocorrem em um corpo
receptor apds o langamento dos despejos. Em uma ETE de lodo ativado as
reacdes de oxi-reducédo se desenvolvem em condigdes controladas e em taxas
mais elevadas de eficiéncia®. Embora a oxidacdo da matéria organica seja
uma maneira barata de minimizar o impacto dessas substancias no ambiente,
nem sempre o uso dessa tecnologia € possivel. Isso acontece porque muitas
moléculas ndo sao biodegradaveis, isto €, ndo sao assimiladas biologicamente
ou podem ser téxicas aos microorganismos .

A tratabilidade biolégica de um efluente é avaliada pela demanda
bioquimica de oxigénio (DBOs). A DBOs retrata a quantidade de oxigénio
requerida para estabilizar, por meio de processos bioquimicos, a matéria
organica. E uma indicac&o indireta do carbono organico biodegradavel . Por
outro lado, a recalcitrancia dessa mesma carga orgénica pode ser avaliada
pela demanda quimica de oxigénio (DQO), que é obtida apds oxidagao drastica

em meio acido (equagéao 2.1).

10 CyH,O, + n Cr,0;7 % + 4H" i. 10 x CO; + 2nCr** + (2n+5y) H,O (2.1)
calor
Onde n= 4x+y-2z

Para um efluente, sob condigdes normais, a relagdo DQO/DBO permite
tirar-se conclusdes sobre sua biodegradabilidade e portanto, do processo de
tratamento a ser dotado.

Para um dado efluente, se a relagado DQO/DBOs < 2,5 o mesmo é
facilmente biodegradavel. Se a relagado 5,0 <DQO/DBOs > 2,5 este efluente ira
exigir cuidados na escolha do processo bioloégico para que se tenha uma
remocao desejavel de carga orgéanica e se DQO/DBOs > 5, entdo o processo
bioldgico tem pouca chance de sucesso, e a oxidagdo quimica aparece como
um processo alternativo (Figura 2.5) &°.

Alguns autores consideram a razdo DBOs/DQO como parametro para
avaliacdo da biodegradabilidade. A razdo DBOs/DQO = 0,5 indica degradagéo
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biologia rapida 87 para valores menores do que 0,5 possivelmente substancias
50,87

quimicas recalcitrantes estejam presentes

0 T BT BET T an0 T s00
DEC {mg O, L™

Figura 2.5: Valores de DQO e DBO indicativos da tratabilidade de um
efluente: ' biorefratario, © pode ser biodegradavel e ® biodegradavel.
Fonte: JARDIM e CANELA, 2004%.

2.9. Producédo de antibidticos beta-lactamicos e tratamento do efluente

gerado

Em termos industriais, no Brasil, a produ¢cao de antibidticos utiliza a
formulacdo como processo predominante. Este processo gera quantidades
moderadas de efluentes dependendo da variacdo operacional de producgao,
influindo dessa forma na qualidade e quantidade dos efluentes gerados. O
processo de formulacdo de antibioticos como AMX e AMP (figura 2.6) leva a
um aumento da concentracdo de PhACs nos efluentes, tornando os sistemas
de tratamento com lodo ativado inadequados e aumentando a toxicidadde
desse efluente para os organismos aquaticos dos corpos d’agua receptores
16,46,77,88.

A quimica dos antibidticos penicilanicos € dominada pelas reacdes do

anel carbonila altamente reativo B-lactama, normalmente pela promogao de
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ataques nucleofilicos. A presenga de grupos elétron-retirantes ao lado da

carbonila B-lactamica é que leva a ativacéo para um ataque nucleofilico &

QCH C—HN H3 HO@CH C—HN CHa
NH, O N \2( 3H,0

CHj
o CO,Na" CO,H
Ampicilina Amoxicilina 2

Figura 2.6: Estrutura da ampicilina (AMP) e da amoxicilina (AMX)

A hidrdlise em meio acido ou em meio basico das penicilinas promove a

abertura do anel B-lactama. A figura 2.7 apresenta a hidrdlise acida e basica

para a penicilina®>®.

R NH S CH
~c~ o \ HS_ _CHs
[l 3 CHs;
(@) O// N H* R)ko \ NH
COOH 0 COOH
Penicilina ]
Acido penicilénico
R..__NH S CHj R.__NH S CH;
ﬁ \Er CH,  PH10-11 (”; CHs
o N OH o) HN
O COOH HO,C CO,H
Penicilina Acido penicildico

Figura 2.7: Produtos da hidrolise acida e basica das penicilinas.
Fonte: Arnott, 1995%° e SOLOMONS, 1996%°.

As industrias farmacéuticas produtoras de formulagdes para antibiéticos
como AMX e AMP, utilizam o método de hidrolise basica como forma de pré-
tratamento de seus efluentes da linha de producdo antes de descarta-los em
suas ETE. As ETE normalmente utilizam tratamento biolégico (lodo ativado),
pois ndo ha legislacdo especifica para o tratamento desse tipo de efluente,
somente uma indicagao de inativacao da substancia.

Com relacao ao processo de hidrdlise basica, ndo se tém informacgoes
quanto ao seu rendimento a temperatura ambiente nem tdo pouco quanto a

questdao da contaminagao ambiental por mercurio (Hg) presente no hidréxido
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de sddio (NaOH) comercial utilizado na reacao. A reversibilidade da reagao em
funcdo da atividade do lodo ativado e dos processos fotoquimicos que ali

ocorrem nao se encontra descrita na literatura.

2.10 LEGISLACAO AMBIENTAL

O Ministério do Meio Ambiente, por meio do Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA), é quem tem competéncia para regulamentar as
questdes pertinentes ao meio ambiente no Brasil. Usando de suas atribuicées,
ele mesmo aprovou a Resolucdo n° 357, de 17 de marco de 2005, Nesta
resolugcao o CONAMA “Dispde sobre a classificagdo dos corpos de agua e
diretrizes ambientais para o seu enquadramento bem como estabelece as
condicdes e padrées de lancamento de efluentes, e da outras providéncias.”.

Em seu Art. 2° item VII, define carga poluidora como “quantidade de
determinado poluente transportado ou langado em um corpo de agua receptor,
expressa em unidade de massa por tempo.”

Em seu capitulo IV, dispde sobre as condi¢cdes e padroes de langcamento
de efluentes. No Art. 27, tem-se “E vedado, nos efluentes, o lancamento dos
Poluentes Organicos Persistentes — POPs® mencionados na Convengéo de
Estocolmo. Ratificada pelo Decreto Legislativo n°® 204, de 7 de maio de 2004.
Ja em seu Art. 34, §1° deste mesmo capitulo define que “O efluente ndo devera
causar ou possuir potencial para causar efeitos téxicos aos organismos
aquaticos no corpo receptor, de acordo com os critérios de toxicidade
estabelecidos pelo érgao ambiental competente”.

O que pode ser observado é que a legislagdo nao prevé especificamente
as condi¢cdes para lancamento de efluentes da producdo de produtos
farmacéuticos. As unicas condigdes a serem seguidas sdo as estabelecidas
pelo §4° do Art. 34 que define as condi¢gdes de langamento de efluentes com
relacédo a pH (5 a 9), temperatura (inferior a 40 °C, sendo que a variagédo de
temperatura do corpo receptor ndo devera exceder a 3 °C na zona de mistura),

entre outras.

* POPs: aldrin, chlordane, dieldrin, DDT, endrin, heptachlor, hexaclorobenzeno, mirex,
toxophene, PCBs, dioxinas e furanos
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Com relacdo a Comunidade Européia, a questao de riscos ambientais
esta prevista na sua legislagcdo. Através da Diretiva 67/548/EEC, as
substancias séo classificadas de acordo com dados experimentais para
toxicidade aguda, degradagao, coeficiente de particdo (Kow) n-octanol-agua e
fator de bioconcentragdo (BCF). Os compostos sao designados como
‘perigosos para o ambiente aquatico” e rotulados de acordo com o seguinte
critério °':

R50 - “muito tdéxico para organismos aquaticos”:

- toxicidade aguda (LCso (peixe) ou ECso (Daphnia) ou ICs (alga)) < 1,0 mgl/L;

R50 e R33 — “muito tdxico para organismos aquaticos e pode causar a
longo prazo efeitos adversos no ambiente aquatico”

- toxicidade aguda < 1,0 mg/L;
- compostos ndo séo rapidamente degradados (log Kow = 3);
- experimentalmente seu fator de bioconcentragao (BCF) < 100;

R51 e R53 — “toxico para organismos aquaticos e podem causar a longo
prazo efeitos adversos no ambiente aquatico
- 1 mg/L < toxicidade aguda < 10 mg/L;

- compostos ndo sao rapidamente degradados (log Kow = 3);
- experimentalmente seu fator de bioconcentragao (BCF) < 100;

R52 e R53 - “prejudicial aos organismos aquaticos e pode causar a
longo prazo efeitos adversos no ambiente aquatico”:

- 10 mg/L < toxicidade aguda < 100 mgl/L;
- 0s compostos ndo sao rapidamente degradados (log Kow = 3);

- experimentalmente seu fator de bioconcentragado (BCF) <100.
2.10.1 Licenciamento ambiental para industria farmacéutica

O licenciamento ambiental de uma industria farmacéutica deve seguir as
normas da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e da Agéncia
Ambiental de Goias.

As instalagdes da ETE devem atender as recomendacgdes da ABNT,
NBR 570/90% que trata da construcdo de estagdes de tratamento de esgotos e
NBR 9.800/87% que trata do lancamento de efluentes industriais na rede

publica de esgotos.
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O licenciamento ambiental de uma industria farmacéutica requer a
analise fisico-quimica e bacterioldgica do efluente produzido, memorial de
caracterizagdo do empreendimento e, para as industrias ja instaladas e que
nao possuem estacdo de tratamento de efluentes, um termo de compromisso
de ajuste de conduta deve ser firmado junto a Agéncia Ambiental.

Para as industrias que produzem farmacos antimicrobianos, alguns
estudos devem ser realizados periodicamente, entre eles o estudo da
inativagdo dos antimicrobianos eliminados na ETE, que deve ser renovado a
cada 120 dias.

Essas industrias devem possuir ainda um Plano de Gerenciamentos de
Residuos do Servigo de Saude (PGRSS) e seus residuos soélidos devem ser
tratados de acordo com a RDC 358 de 2005% e NBR 10.004/2004%.

A lei estadual de Goias n° 8.544% de 17 de outubro de 1978 deve ser
observada pois regulamenta o controle da poluigdo do meio ambiente.

Considerando-se a abordagem ambiental apresentada, observa-se a
necessidade do desenvolvimento de uma metodologia adequada ao tratamento
de efluentes industriais que vise a inativagcdo de residuos dos antibioticos
amoxicilina e ampicilina. O uso dos Processos Oxidativos Avangados (POA)
mostra-se promissor para diversos poluentes organicos, incluindo antibidticos.
No proximo capitulo apresentam-se as metodologias adotadas e os
procedimentos experimentais para os POA testados na degradagdo dos
antibidticos beta-lactamicos amoxicilina e ampicilina. Apresentam-se também,
diferentes técnicas para estudo da toxicidade dos produtos formados pela

oxidacao desses antibibticos.
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CAPITULO 3
MATERIAIS E METODOS
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3. Materiais e Métodos

Este capitulo constitui-se da descrigdo metodoldgica das diversas etapas
desenvolvidas durante este trabalho para avaliacdo da degradacao de
antibidticos beta-lactamicos presentes em efluente de industria farmacéutica.
Primeiramente descreve-se a metodologia adotada para a avaliagdo do
impacto gerado em uma ETE de industria farmacéutica produtora dos
antibioticos AMX e AMP, pelo langamento dos efluentes de producéao tratados
pelo método convencional (hidrélise basica). A segunda etapa se constitui da
caracterizagao dos poluentes e dos testes realizados para oxidagcdo de
amostras sintéticas de AMX e AMP por Processos de Oxidativos Avancados
(POA)’. Na terceira etapa, definiu-se o processo com melhor rendimento a um
menor custo, avaliou-se a redu¢do da DQO promovida pelo processo e a
toxicidade dos produtos formados pela oxidacdo. Finalizando, realizaram-se
ensaios de biodegradabilidade com efluente industrial bruto submetido ao
processo oxidativo pelo reagente de Fenton.

Todos os reagentes necessarios para a execugado desse trabalho séo
disponiveis comercialmente. A AMX PA e AMP PA utilizadas para a preparacao
das solugdes padrao bem como as comerciais para preparagao das solugdes
sintéticas foram gentilmente cedidas por uma industria farmacéutica localizada
em Goias.

O desenvolvimento experimental dos processos de oxidacdo deu-se em
varias etapas. Na primeira, os ensaios foram realizados a partir de solugdes
sintéticas de AMX e AMP, avaliando-se a reducédo dos analitos, 0 que ocorreu
até a definicdo do POA com melhor rendimento. De posse dos resultados,
definiu-se o processo com reagente de Fenton. Em uma segunda etapa,
avaliou-se a reducao da DQO a partir de solugdes sintéticas dos antibidticos,
considerando-se os resultados obtidos na etapa anterior para o processo
Fenton. A partir destes resultados, realizaram-se os ensaios de toxicidade e
mutagenicidade dos produtos formados na degradacgdo, utilizando-se os
organismos teste Artemia salina e Allium cepa. Em uma ultima etapa, o

efluente bruto da produgédo industrial de AMX e AMP de uma industria goiana

* Anexo 1
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foi submetido ao processo de oxidagao com reagente de Fenton para avaliagédo
de sua biodegradabilidade (DQO/DBO:s).

Os materiais e a metodologia utilizada para o desenvolvimento deste
trabalho encontram-se apresentados a seguir. As anadlises e 0s ensaios
desenvolvidos foram realizados nas dependéncias do Laboratério de Quimica
Analitica e Ambiental do Instituto de Quimica da UnB, nos laboratérios de
Quimica e do centro de pesquisas REPLICON da UCG.

Toda a vidraria utilizada nos ensaios foi lavada com solucéo alcodlica de
hidréxido de potassio (KOH/EtOH) ou solugdo 10% de acido nitrico (10%
HNO3;) considerando-se as substancias quimicas analisadas e as
concentragdes trabalhadas (organicos ou metais).

Os frascos de vidro utilizados na DQO em refluxo fechado foram
submetidos a tratamento de limpeza apdés cada analise para eliminar os
residuos e armazenados para que possiveis contaminacdes fossem evitadas.
Os residuos dessa analise foram devidamente armazenados para posterior
tratamento e descarte.

As amostras de efluentes para os ensaios de biodegradabilidade foram
coletadas em uma industria farmacéutica de Goias, em época de seca, para
que nao houvesse interferéncia devido a diluigdo ocasionada pela entrada de
aguas pluviais no sistema de tratamento da industria. As coletas foram
realizadas no reservatorio subterraneo e no tanque de hidrolise do efluente

sempre ao final do periodo de produgao do antibidtico.

3.1. Avaliacdo do impacto na estacédo de lodo ativado pelo langcamento de

residuo de hidrélise de antibidticos penicilanicos

Uma avaliacdo preliminar do impacto do langcamento de efluentes
hidrolisados do processamento dos penicilanicos (AMX e AMP) foi realizada
junto a uma industria farmacéutica localizada em Goias. Para a realizagao de
deste estudo, um volume de 3 m? de efluente de antibidticos foi utilizado. Esse
efluente foi submetido a hidrolise basica conforme metodologia adotada pela
industria: adicionaram-se 2,35 Kg de hidréxido de sddio (NaOH) comercial para

a reacgao basica, agitou-se o sistema, manteve-se a solugdo em repouso por 40
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min e em seguida adicionaram-se 2,6 L de acido cloridrico (HCI) PA para a sua
neutralizagcao (pH=7).

Para avaliar os efeitos do descarte de efluentes hidrolisados na ETE, 3
amostras foram coletas em diferentes datas. Para cada amostra 2 pontos de
coleta foram escolhidos: um na entrada do sistema, amostrando o efluente
bruto (tanque de equalizagdao) e outro na saida do sistema, onde tem-se o
efluente tratado (tanque de decantagdo). As amostras foram coletadas de
maneira composta com frequéncia de 2 horas, armazenadas em frascos
plasticos e preservadas a 4 °C, sendo o volume coletado por ponto de coleta
igual a 5 L. Para a primeira coleta de efluentes, considerou-se o funcionamento
da ETE com a recepcido de todos os efluentes, menos os da produgcdo de
penicilanicos. A segunda coleta foi realizada 48 h apds o descarte dos
efluentes hidrolisados dos penicilanicos e finalmente a terceira coleta ocorreu 7
dias apos este descarte.

A figura 3.1 apresenta um fluxograma da industria farmacéutica
localizada em Goias que forneceu os efluentes estudados. O efluente é
composto pelos produtos basicos da producdo que sao: medicamento (AMX
e/ou AMP), Eudragit®, talco, estearato de magnésio, corantes e didxido de
titanio. A estes se somam os produtos para limpeza da linha de produgdo como
polietilenoglicol, acool etilico e propanona além de detergentes especiais. O
sistema de tratamento da ETE dessa industria € o de lodo ativado. Os efluentes
da linha de penicilanicos, apés hidrélise basica e neutralizacdo, sao
descartados em um tanque de equalizagdo onde se misturam aos efluentes
das demais linhas de produgdo e também ao esgoto sanitario da industria.

Apés o tratamento, o efluente final é descartado na rede publica de esgoto.
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Figura 3.1: Fluxograma do efluente da linha de produgdo com destaque para a

linha de penicilanicos.

3.2 Procedimentos analiticos

3.2.1 Determinacdo espectrofotométrica de AMX e AMP em solucdao

aguosa.

Analises espectrofotométricas de varredura foram realizadas em
solugdes padrdao de AMX e AMP. Estas varreduras foram realizadas para as
amostras contendo AMX nos intervalos de 250 a 300 nm e para AMP de 240 a

280 nm com o objetivo de determinar-se 0 Amax para cada espécie quimica,
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utilizando-se o espectrofotometro GBC-911A. Quando necessario, para efeito
de confirmacao de resultados, leituras de 190 a 800 nm foram realizadas.
As solugbes estoque e padrdo foram preparadas segundo CASS

(2003)*". Estes procedimentos encontram-se descritos a seguir.
a) Preparacao de solugdes estoque:

Solug&o 0,01 mol L™ de KH,PO4:

1,6900 g de KH,PO, foi pesado em balanga analitica Mettler-Toledo (modelo
AG 202), transferido para um béquer, solubilizado em agua destilada, levado a
um baldo volumétrico de 1,0 L e seu volume completado. Apds este
procedimento, o pH da solug¢ado foi ajustado para 5,0 utilizando-se NaOH 2,0

mol L.

Solucao estoque 1,19 x10 mol L'de AMX:

0,5000 g de AMX foi solubilizada em um béquer com solugéo 1,0 x102 mol L™
de KHy,PO4 com auxilio de banho ultrassdnico Bransonic (modelo Branson
5210), em seguida transferida para um baldo volumétrico de 1,0 L e seu
volume final ajustado com solugdo 1,0 x102 mol L de KH,PO,. A solugéo
resultante foi transferida para um frasco de vidro ambar, reservada em

geladeira por um prazo maximo de 30 dias.

Solugao estoque 2,79 x10° mol L' de AMP:

1,0000 g de AMX foi solubilizada em um béquer com soluggo 1,0 x10? mol L™
de KH,PO,4 com auxilio de ultrassom, em seguida transferida para um baléo
volumétrico de 1,0 L e seu volume final ajustado com solugdo 1,0x10? mol L™
de KH,PO4. A solugao resultante foi transferida para um frasco de vidro ambar,

reservada em geladeira por um prazo maximo de 7 dias.

Solugao padrao de AMX:

A partir da solugéo estoque de AMX, aliquotas foram retiradas e 6 padroes
foram preparados com as seguintes concentracdes: 1,4 x10* mol L™, 2,4 x10*
mol L™, 4,8 x10* mol L™, 7,2 x10* mol L™, 9,5 x10“ mol L™ e 1,2 x10™ mol L.
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Solucgao padrao de AMP:

A partir da solugéo estoque de AMP, aliquotas foram retiradas e 6 padroes
foram preparados com as seguintes concentracdes: 3,2 x10“ mol L™, 5,4 x10*
mol L™, 1,08 x10™ mol L™, 1,62 x10™ mol L™, 2,16 x10° mol L™'e 2,69 x10> mol
L.

As solugdes estoque foram transferidas para frascos de vidro ambair,
devidamente rotuladas, e reservadas em geladeira até o momento de sua

utilizacdo. As solucdes padrao foram preparadas diariamente.

3.2.2 Avaliacéo da estabilidade das solugbes estoque
Para o estudo da validagado da metodologia, 6 padrdes foram preparados
a partir das solucdes estoque, suas leituras repetidas a cada 7 dias, com um
intermediario no 3° dia da primeira semana, durante um periodo de 2 meses.
Este estudo mostrou que os padrbes devem ser preparados diariamente
e que a solucio estoque de AMX tem vida util de 30 dias enquanto que a de

AMP apenas de sete dias.

3.2.3 Determinacé&o da curva analitica

As curvas analiticas foram obtidas a partir de solugdes padrao
preparadas em tampdo fosfato, pH=5. Os intervalos de concentracdo das
curvas foram de 1,4 x10 mol L™", 2,4 x10™* mol L™, 4,8 x10™* mol L™, 7,2 x10™
mol L™, 9,5 x10™* mol L™e 1,19 x10™ mol L'para AMX e 3,2 x10™ mol L™, 5,4
x10™ mol L, 1,08 x10° mol L™, 1,62 x10° mol L™, 2,16 x10° mol L™ e 2,69
x10™ mol L™ para AMP. As leituras de varredura do espectro de absorgdo com
o espectrofotdbmetro GBC 901A permitiram a determinacdo do Anax para cada
uma das substancias trabalhadas. Isto se fez necessario em fungdo do maximo
de absorcdo observado para essas substancias de acordo com as
concentracdes trabalhadas nessa tese. Para AMX 0 Anax = 272 nm foi

estabelecido e para AMP Aqnax = 262 nm.

3.3 Realizacédo das medidas de pH
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As medidas de pH de todas as amostras foram realizadas antes e depois
de cada degradacgéao.

As degradagdes de AMX e AMP definidas como ideais tiveram seu pH
acompanhado durante os 60 min de ensaio.

O pHmetro utilizado (DIGIMED modelo PH2) é constituido de eletrodo de
vidro combinado, com cloreto de potassio (KCIl) como eletrélito de referéncia.
Diariamente o equipamento erai calibrado, com solu¢gdo tampéao 4,01 e 6,98 a

temperatura ambiente.

3.4 Obtencao dos espectros naregido do Infravermelho (IR)

Os espectros de infravermelho (IR) para AMX e AMP foram obtidos de
acordo com a metodologia sugerida pela monografia para substancias
medicinais e farmacéuticas da Farmacopéia Britanica (2000).

As amostras estudadas (AMX, AMP e residuos solidos das
degradagbes) foram previamente secos a vacuo, por um periodo de 4 h, e
encaminhados a Central Analitica do 1Q/UnB para confecgdo das pastilhas em

KBr e obtencao do espectro.

3.5 Estudos para degradacao de AMX e AMP

Em uma primeira etapa do trabalho, amostras sintéticas de AMX, 2,86
x10™ mol L', e AMP, 3,23 x10™ mol L™, foram preparadas em agua destilada.
Os seguintes processos de oxidagcdo foram testados para estas amostras:
fotodegradacao, peroxidacao, fotoperoxidagao, processo Fenton, foto-Fenton,
processo Fenton/Fe®* e foto-Fenton/Fe®". Os reagentes utilizados foram H,0,
PA 30% (m/v), solugéo de FeCl, 1,0 x102 mol L™, preparada pela dissolucéo
de Fe em acido cloridrico concentrado a quente e padronizada, e de FeCl; 1,0
x102 mol L™, preparada a partir do sal em meio acidificado com HCleone.. A
variagao na concentracdo dos analitos AMX e AMP nas amostras sintéticas foi
aacompanhada por espectrofotometria de absorc¢ao no ultravioleta (UV). Para a

comparagao entre os resultados obtidos nos diferentes ensaios para os
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antibidticos, as concentracdes utilizadas tanto de H,O, como de Fe foram
mantidas constantes. A tabela 3.1 apresenta os volumes utilizados nos

diversos experimentos desta etapa do trabalho.

Tabela 3.1: Volume de reagente utilizado para a degradagao de 200,0 mL de

solugcéo de AMX e AMP.
POA/ foto
H.O,/ foto- |Fenton
Reagente uv | H0O; Fenton s+ |Fenton

uv Fenton| /Fe 2

(mL) IFe

H.O, - 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

FeCl, - - - 10,0 10,0 - -

FeCls - - - - - 10,0 | 10,0

Os resultados obtidos para a redugao do analito por espectrofotometria
no UV levaram a definicdo do POA a ser utilizado nas demais etapas do
trabalho em fungdo do melhor rendimento e ao menor custo. A opgéao foi pelo
reagente de Fenton.

A etapa seguinte do trabalho envolveu a avaliacdo da variagdo da
relacdgo AMX/H,O,, AMX/Fe e AMP/H,O,, AMP/Fe para o processo de
degradacéao definido a partir dos resultados obtidos na primeira etapa.

O processo oxidativo escolhido foi com o uso do reagente de Fenton. A
determinagdo da concentracdo residual do substrato organico por
espectrofotometria no UV e a remogéo da demanda quimica de oxigénio (DQO)
foram os parametro utilizados para avaliagdo da degradacdo das solugdes
sintéticas.

As solucdes de AMX (2,86 x10™° mol L") e AMP (3,23 x10° mol L™)
foram preparadas em agua destilada. Estas concentracbes estdo de acordo
com as concentragdes maximas estimadas para efluentes industriais. Para o
reagente de Fenton utilizou-se sulfato de ferro (Il) heptahidratado
(FeS04.7H,0) como fonte de Fe**. No preparo dos ensaios a adigdo dos
reagentes seguiu a seguinte ordem:
1°) solugdo aquosa AMX (ou AMP);
2°) adig¢ao do catalisador, sal de ferro, FeSO4.7H,0;
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3°) adigdo do oxidante H,0».

3.5.1 Quantificacdo dos compostos estudados

Na primeira etapa da pesquisa, a quantificacdo da AMX e AMP residual
nas degradacgdes foi feita por espectrofotometria UV. A metodologia adotada foi
ajustada a partir de diversas referéncias disponiveis %°19097:101,

Em sua segunda etapa, apds a determinagdo do processo oxidativo
mais eficiente e de custo relativamente baixo (uso de Reagente de Fenton), as
degradacgdes de AMX e AMP foram realizadas utilizando a remogédo da DQO
como parametro e sulfato de ferro (Il) como fonte de Fe?*, evitando assim a
interferéncia dos fons cloretos. As quantidades de H.O, e de Fe?* foram
avaliadas com relacdo a AMX e AMP.

Um estudo complementar avaliou espectros de absorcdo no
infravermelho para os residuos soélidos provenientes das degradagdes com o

objetivo de verificar a presengca de AMX e AMP neste material.

3.5.2 Ensaios oxidativos de degradacéao

Os ensaios de degradacado foram realizados utilizando-se um reator
fotoquimico apresentado na figura 3.1. Para os ensaios na auséncia de
radiacdo, o mesmo reator foi utilizado porém tendo a fonte luminosa desligada.

Dessa forma eram mantidas as mesmas condi¢des de turbuléncia e ventilagéo.

3.5.2.1 Reator fotoquimico

O reator fotoquimico utilizado foi desenvolvido no proprio laboratorio.
Como fonte de radiagédo utilizou-se o tubo de descarga de uma lampada
OSRAM de vapor de mercurio E27, HQL 125 W, que emite na faixa do UV (A~
254 nm). A figura 3.1 apresenta um esquema do reator bem como seu aspecto

visual.
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Figura 3.2. (a) esquema geral da montagem do foto-reator. (b) aspecto visual

do foto-reator utilizado nos processos de degradacéo.

3.6 Descricdo dos ensaios de degradagédo por POA

Para os ensaios com AMX, utilizaram-se 200 mL de solugdo 2,86 x10°
mol L' e com AMP 200 mL de solucéo 3,20 x10° mol L. Todos os ensaios
foram realizados sob agitacdo. As concentragdes para as solugdes sintéticas
de AMX e AMP foram estabelecidas a partir da determinagéo da concentragao
média destas substancias presentes no efluente industrial (aproximadamente
2,0x10° mol L"). A DQO também foi considerada no estabelecimento das
concentragdes estudadas. A DQO para o efluente bruto da produgédo de AMX e
AMP variou no intervalo de 2300 a 4200 mg O,/L (n=5). Para a solugéo de
AMX 2,86 x10 mol L™ temos uma DQO de 2970 mg O./L enquanto que para
solugdo de AMP 3,20 x10° mol L™, a DQO apresenta um valor de 3300 mg
OqlL.

3.6.1 Ensaios de fotodegradacgéo

Os ensaios foram realizados utilizando o foto-reator (A~ 254 nm). A
mistura reacional constou de 200 mL de solu¢do de AMX ou AMP. O tempo de
degradacao estudado foi de 60 min e as amostras foram coletadas a cada 10

min.
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3.6.2 Ensaios de peroxidacao

Os ensaios foram realizados utilizando o foto-reator porém com a fonte
de irradiagdo desligada. A mistura reacional constou de 200 mL de solug&o de
AMX ou AMP, com adicdo de 9,79 x10™ mol de H,0, , sob agitagdo intensa. O
tempo de degradacao estudado foi de 60 min e as amostras foram coletadas a

cada 10 min.

3.6.3 Ensaios de fotoperoxidacao

Os ensaios foram realizados utilizando o foto-reator (A~ 254 nm). A
mistura reacional constou de 200 mL de solugdo de AMX ou AMP, com adi¢ao
de 9,79 x10° mol de H,0, , sob agitacdo intensa. O tempo de degradacgéo

estudado foi de 60 min e as amostras foram coletadas a cada 10 min.

3.6.4 Ensaios com reagente de Fenton

Os ensaios foram realizados utilizando o foto-reator com a fonte de
irradiagdo desligada. A mistura reacional constou de 200 mL de solugé&o de
AMX ou AMP, com adicgo de 9,79 x10~ mol de H,O; , e 10 mL de solugdo 0,01
M de FeCl,, sob agitagao intensa. O tempo de degradagéo estudado foi de 60

min e as amostras foram coletadas a cada 10 min.

3.6.5 Ensaios de foto-Fenton

Os ensaios foram realizados utilizando o foto-reator (A~ 254 nm). A
mistura reacional constou de 200 mL de solugdo de AMX ou AMP, com adi¢ao
de 9,79 x10° mol de H,0, , e 10 mL de solugéo 0,01 M de FeCl,, sob agitacéo
intensa. O tempo de degradacgao estudado foi de 60 min e as amostras foram

coletadas a cada 10 min.

3.6.6 Ensaios de Fenton/Fe**

Os ensaios foram realizados utilizando o foto-reator com a fonte de
irradiagcao desligada. A mistura reacional constou de 200 mL de solugdo de
AMX ou AMP, com adigao de 9,79 x10% mol de H,0, , € 10 mL de solugao 0,01
M de FeCls, sob agitagao intensa. O tempo de degradacéo estudado foi de 60

min e as amostras foram coletadas a cada 10 min.
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3.6.7 Ensaios de foto-Fenton/ Fe**

Os ensaios foram realizados utilizando o foto-reator (A~ 254 nm). A
mistura reacional constou de 200 mL de solugdo de AMX ou AMP, com adi¢ao
de 9,79 x10° mol de H,0, , e 10 mL de solugdo 0,01 M de FeCls, sob agitacéo
intensa. O tempo de degradagao estudado foi de 60 min e as amostras foram

coletadas a cada 10 min.

3.6.8 Ensaios de foto-Fenton promovido por radiacéao solar

Os ensaios foram realizados expondo-se a solugdo do antibidtico AMX
com reagente de Fenton a luz solar. A mistura reacional constou de 50 mL de
solugdo contendo 1,4 x10° mol de AMX com adicdo de H,O, e Fe®, sob
agitacdo intensa com razbes de acordo com a tabela 3.2. O tempo de
degradacgéao estudado foi de 60 min e as amostras foram coletadas a cada 10

min.

Tabela 3.2: Quantidade de matéria (mol) presente nos ensaios de degradacéo

por foto-Fenton para AMX promovido por radiacao solar.

Quantidade de matéria (mol) e razdo molar
Ensaio 0 (1 (1) (V) V)
AMX 1,4x10° [ 1,4x10° [ 1,4x107 1,4x10”° | 1,4x107
AMX/ 0,36 1,43 0,71 0,47 0,36
H,0
AMX/ - 14 7 4,6 3,5
Fe?*

3.7 Determinacédo da demanda quimica de oxigénio (DQO)

A DQO das solugdes iniciais e de cada aliquota retirada durante as
degradagdes foram realizadas de acordo com a metodologia estabelecida para
refluxo fechado colorimétrico pelo Standard Methods for the Examination of
Water and Wastewater'® (5220 Chemical oxigen demand, 1999) e NBR
10357/1988'%, utilizando-se o termoreator VELP modelo ECO-16.
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3.8 Ensaios de toxicidade

Os ensaios de toxicidade foram realizados utilizando-se dois
bioindicadores, o microcrustaceo Artemia salina e o vegetal Allium cepa. O
método de avaliacdo em raizes de Allium cepa é validado pelo Programa
Internacional de Seguranga Quimica (IPCS, OMS) e o Programa Ambiental das
Nacdes Unidas (UNEP) como eficiente teste para analise e monitoramento de

substancias ambientais®.

3.8.1 Artemia salina

Os ensaios de toxicidade para a avaliacdo da dose letal para 50% dos
organismos (DLso ) dos residuos da degradacédo de AMX e AMP por reagente
de Fenton foram realizados com culturas do crustaceo Artemia salina (Figura
3.2) nos Laboratérios de Quimica Organica e de Alimentos da Universidade
Catolica de Goias com supervisao do prof. Dr. Armando Garcia-Rodriguez. A
eclosao dos cistos foi induzida no meio ambiente adequado, contendo 3,5% de
sal marinho, sob condicbes de aeracdo constante, durante 24 horas. Os
exemplares adultos foram isolados e colocados em tubos de ensaios para a
realizagdo dos testes. Os residuos foram adicionados nos tubos (triplicata) em
diferentes concentracbes e contados apos 24, 48 e 72 horas de exposicao,

visualmente, os vivos e mortos '%.

Figura 3.3: Aspecto visual do microcrustaceo Artemia salina.

O procedimento adotado para o ensaio foi o seguinte:

a) Preparacao do cultivo de Artemia salina para o bioensaio:
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Pesa-se 7,0 g de sal marinho e transfere-se para um béquer de 200 mL;
adiciona-se 200 mL de agua destilada, dissolver o sal marinho, liga-se a
lampada fluorescente e a bomba de aeracao; adiciona-se a solucéo salina no
reservatorio e 1,0 g de ovos de Artemia salina. A eclosado dos ovos ocorre apés
48 horas.

Apoés a eclosado dos ovos, as Artemias salinas devem ser transferidas para
os tubos de ensaio. Para isto prepara-se 100 mL da solugdo de NaCl 3,5%,
adiciona-se 0,5 mL desta solugdo a cada tubo de ensaio, transferem-se as
Artemias salinas para os tubos de ensaio com as pipetas Pasteur, sendo 10
exemplares por tubo; acrescenta-se as amostras a serem estudadas para a
avaliagdo da toxicidade (DLsy) em diferentes concentragdes. Deixam-se o0s
tubos de ensaio contendo as Artemias salinas sob iluminacao fluorescente para

avaliagcao pelo tempo de 24, 48 e 72 horas.

b) Avaliacédo da toxicidade:

Apds 24 h (48 e 72 h), coloca-se o tubo ligeiramente inclinado sob a luz
fluorescente, agita-se bem levemente, verificando-se quais Artemia salina
estdo vivas e quais estdo mortas (aquelas que afundarem apds a agitacéo
estdo mortas ou imobilizadas pela agcdo do poluente), conta-se o numero de
exemplares vivos, mortos ou imobilizados e calcula-se a porcentagem de

sobrevivéncia da seguinte forma:

S(%) = __Numero de organismos vivos x 100

Numero total de organismos no tubo (10)

Calcula-se os valores DL1g (dose ou concentragdo que provoca a morte
de todos os exemplares no tubo, S% = 1) e DLs, (dose ou concentragao que

provoca a morte de 50% dos animais testados, S% = 50).

3.8.2 Organismo teste Allium cepa
Para a avaliagdo da toxicidade dos produtos gerados na degradagao de
AMX e AMP por reagente de Fenton foi seguida a metodologia padréo proposta

por Fiskesjo (1985)°. O material bioldgico utilizado como organismo teste
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constitui-se de individuos jovens e saudaveis da espécie Allium cepa da
Familia LILIACEAE, dipldide (2n = 16 cromossomos). Os ensaios
macroscopicos foram realizados no Laboratério de Quimica Analitica da
Universidade Catdlica de Goias e os microscopicos nos Laboratorios do Nucleo

de Pesquisas REPLICON, sob orientagao do prof. MSc Claudio Carlos da Silva.

3.8.2.1 Parametros macroscopicos: turgescéncia e crescimento radicular

As cebolas adquiridas no comercio local (Allium cepa L.) foram
selecionadas segundo seu peso e tamanho buscando a maior homogeneidade
possivel entre os espécimes que seriam utilizados. A tunica marrom externa foi
retirada, as raizes primarias secas foram eliminadas utilizando-se bisturi de
forma que o anel de brotamento se mantivesse intacto. As cebolas foram entado
lavadas, secas com papel macio, e em seguida colocadas nos béqueres com
as solugdes teste para crescer. Cada conjunto de teste era constituido de 12
cebolas™. Como controle negativo (CN) utilizou-se agua de abastecimento
publico. O experimento ocorreu a temperatura ambiente e protegido de luz
solar direta (Figura 3.3).

Apods 24 horas do inicio do experimento, as raizes de cada cebola foram
observadas quanto a sua turgescéncia, contadas e seu comprimento medido
com paquimetro. Este acompanhamento se estendeu por 5 dias de cultivo, 120

horas de ensaio.

Figura 3.4: Aspecto visual da organizagao das cebolas em teste.
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3.8.2.2. Parametros microscoépicos: indice mitético (IM), micronucleos

(MN) e anomalias cromossdmicas (AC)

3.8.2.2.1 Preparacéao das radiculas

As cebolas foram selecionadas segundo o seu tamanho sendo que os
individuos mais jovens e saudaveis foram escolhidos. O método de avaliagéo
das alteragbes cromossémicas em raizes de Allium é validado pelo Programa
Internacional de Seguranga Quimica (IPCS, OMS) e o Programa Ambiental das
Nacoes Unidas (UNEP) como um eficiente tese para analise e monitoramento
in situ da genotoxicidade de substancias ambientais'®.

Foram formados grupos constituidos por dez cebolas para cada
condicdo de tratamento. Os bulbos foram colocados em béqueres de 50 mL,
em local seco arejado e com incidéncia indireta de luz solar, por 4 dias em
agua de abastecimento publico, realizando de 12 em 12 horas o revezamento
das posicoes dos béqueres na bancada. A figura 3.4 mostra a disposi¢ao das

amostras na bancada.

Figura 3.5: Condi¢cdes de exposi¢cao dos bulbos na bancada. (a) Disposicao
geral e aleatdria, (b), (c), (d), (e) e (f) Crescimento radicular dos bulbos em

diferentes angulos.
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ApoOs o crescimento das radiculas, os individuos foram transferidos
paras as solugcdes AMX, AMP e AMX/F e AMP/F em diferentes diluigdes. Um
controle negativo (CN) foi feito expondo os bulbos em agua de abastecimento
publico. O controle positivo (CP) utilizou uma solugdo 10 mg L™ de Hg®*. Todas
as raizes foram expostas por um periodo de 48 h. Apos esse tempo, as raizes
foram coletadas e armazenadas em tubos ependorff de 2 mL contendo solugao
fixadora alcool-acida de Carnoi (3:1, etanol/ acido acético) por um periodo

minino 24 horas'?’.

3.8.2.2.2. Preparo das laminas

As laminas foram obtidas pelo método de esmagamento onde,
aproximadamente 1,0 cm da regido apical radicular foi submetido a hidrélise
acida de acido cloridrico a 1,0 mol L' na temperatura ambiente por 15 minutos.
Em seguida as amostras foram lavadas em agua destilada por 5 min. Apds, as
radiculas foram transferidas para a lamina onde, em microscopio
estereoscopico foi retirada a coifa para obtengdo do meristema apical,
adicionado reativo de Fulgen, recoberta por uma laminula e em seguida uma
leve presséo sobre o material visando espalhamento das células. Finalmente as
laminas foram seladas com esmalte. As laminas de cebola foram observadas
em microscopio 6ptico em aumento de 400X, contadas, em teste cego, através

da técnica de varredura, 2000 células por tratamento em cada bioensaio.

3.8.2.2.3 Analise microscopica

Para a determinagao do indice mitético foi utilizado o seguinte indice:

IM =NC—MX100

NTC

onde: IM= indice mitdtico NCM= numero de células em mitose e
NTC= numero total de células observadas
Para a analise de anomalias cromossémicas (AC), varios tipos de
aberragdes foram consideradas. Os critérios para aceitar a presenga das
alteragbes cromossdmicas observadas, estdo de acordo com Nielson e Rank

(1994)'% ¢ estdo descritas a seguir:
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- quebras cromatidicas equivalentes a perda de cromatides do cromossomo ou
por fragmentagao que ocorrem nas cromatides durante a divisdo celular;
- ndo disjungcdo dos cromossomos no final da metafase, formando estruturas
denominadas pontes anafasicas, alteracbes essas observadas no inicio da
anafase;
- fuso acromatico desestabilizado podendo provocar perda de cromossomos
inteiros durante o processo de divisédo celular;
- presenca de micronucleos (MN) equivalente a uma estrutura de contorno
regular, redondo ou oval, e devendo estar dentro do citoplasma de uma célula;
o MN deve estar no mesmo plano de foco de observagcado e nitidamente
separado do nucleo.

Todos os registros foram reunidos em uma s6 categoria para possibilitar
a avaliacdo das AC como um unico endpoint. A incidéncia de MN em células
meristematicas de Allium cepa foi considerada como outro parametro de
avaliacao, ndo sendo agrupada junto com as AC.

O IM, que corresponde a relacdo do numero de células em diviséo,
constitui um terceiro parametro de avaliagdo. A analise de todos estes
parametros se deu pela contagem de cerca de 2000 células por tratamento,

sendo 500 células por lamina para um total de 4 laminas.

3.8.2.2.4. Anélise estatistica

A analise estatistica foi realizada pelo teste de Kruskal-Wallis e teste t-
Student, o qual possibilita a comparacdo dos tratamentos com controle
negativo, bem como dos tratamentos entre si, em nivel de significancia de 0,05.

Os testes foram realizados com auxilio do software Bio Estatistic versdo 3.01.

3.9 Ensaios de Biodegradabilidade

Para a determinacéo da biodegradabilidade o efluente industrial bruto foi
submetido a oxidagao utilizando-se o reagente de Fenton nas razdes
poluente/H,O, e poluente/Fe estabelecidas nas etapas anteriores deste
trabalho. Apds a degradacgéo, o produto gerado foi analisado quanto a sua DBO

e DQO. Esses parametros foram realizados, utilizando-se as metodologia de
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diluicbes sucessivas, do Standard Methods for Examination of Water and
Wastewater (1999)'%,

O efluente bruto hidrolisado também foi avaliado quanto a sua
biodegradabilidade para que se pudesse comparar a capacidade de
degradacéo bioldgica dos produtos da oxidagdo e do método convencional.

O proximo capitulo desta tese apresenta os resultados obtidos a partir
do desenvolvimento dos experimentos descritos e apresenta as discussdes

referentes aos dados obtidos.
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CAPITULO 4
RESULTADOS E DISCUSSAO
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussdo dos experimentos realizados serao
apresentados de acordo com a sua ordem de execucdo. Primeiramente seréo
relatados os ensaios de caracterizacdo das substancias AMX e AMP em
estudo; em seguida os resultados de oxidagcao dessas substancias por POA
avaliando-se a concentracao residual de AMX e AMP por espectrofotometria
UV. Posteriormente, a partir dos resultados obtidos na oxidacdo de AMX e
AMP pelos POA estudados, definiu-se o processo Fenton como o de melhor
rendimento. A partir desta definicdo, as oxidacbes de AMX e AMP passam a
ser avaliadas em termos da variagdo da DQO. Estudou-se também a presenca
de compostos orgénicos nos residuos insoluveis formados durante a
degradacgéao por reagente de Fenton. Em uma ultima etapa de trabalho, apds a
definicdo do processo oxidativo com melhor rendimento (processo Fenton) e a
melhor razdo AMX/Fe?*/H,0, e AMP/Fe?*/H,0, a ser utilizada, a toxicidade dos
produtos formados nas oxidagcdes foi monitorada por bioindicadores. Como
procedimento-teste, avaliou-se também a biodegradabilidade de um efluente

industrial oxidado pelo processo Fenton.

4.1. Caracteristica das substancias em estudo

A caracterizacdo quimica das substancias poluentes a serem estudadas
€ fundamental para o desenvolvimento deste trabalho. A figura 4.1 apresenta a
estrutura das moléculas das substancias AMX e AMP, em destaque o anel B-

lactama caracteristico dos antibiéticos beta-lactamicos.

CH ¢—H HO@—CH —C—H
NH, O ¥ 3H,0

C02 N a CO,H

Ampicilina Amoxicilina

Figura 4.1: Anel B-lactama presente na AMP e AMX.
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A presenca do anel aromatico, estrutura de grande estabilidade e dificil
oxidagdo em condi¢des brandas, e grupos como carboxila, amida, tiazol, fenol
mostram a necessidade de uma reagcdo de degradagdo promovida por um
oxidante forte nao seletivo como os radicais *OH (E° = 2,720 V versus NHE).

Para o acompanhamento da variacdo das concentragdes nas solugdes
de AMX e AMP submetidas aos processos de degradagao, € necessario que se
caracterize essas substancias por espectrometria no ultravioleta (UV) e no

infravermelho (IR).

4.2 Caracterizacdo da AMX e AMP por espectroscopiade IR e UV

A caracterizagdo das substancias consiste na determinacao de suas
propriedades definidas na literatura ou, para o caso das substancias de uso
farmacéutico, da Farmacopéia Brasileira. As figuras 4.2 e 4.3 apresentam
espectros de IR para padrboes das substancias AMX e AMP. Em destaque o

pico em 1775 cm™ que caracteriza as substancias AMX e AMP. Este pico
refere-se ao estiramento CONH, vcond, do anel B-lactama presentes em

ambas, uma caracteristica dos antibidticos do grupo das penicilinas. A
diferenca entre AMX e AMP fica visivel quando observa-se a banda larga

acima de 3000 cm™, referente a agua, presente no espectro da AMX.

File # 1 : AMX Mode= 2 (Mid-IR) 18/5/2006 11:26

Sample Description: KBr Sandra

Scans= 10 Slow Res=4 cm-1 Apod= Cosine Zero Filling=1 x

150+

1004

50+

T T
4000 3000 2000 I 1000

Transmittance / Wav enumber (cm-1)

Figura 4.2: Espectro de IR caracteristico para AMX PA (em pastilha de KBr).
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File #1 : AMP Mode= 2 (Mid-IR) 18/5/2006 11:34

Sample Description: KBr Sandra

Scans= 10 Slow Res=4 cm-1 Apod= Cosine Zero Filling=1 x

AVl

100+
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10°¥691
96°L0€L
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Transmittance / Wavenumber (cm-1)

Figura 4.3: Espectro de IR caracteristico para AMP PA (em pastilha de KBr).

Para determinacao de AMX e AMP por espectrometria no UV, foram
obtidos espectros de varredura de solugdes padrao com a finalidade de obter-
se 0 Amax - As figuras 4.4 e 4.5 apresentam estes resultados.

O comprimento de onda selecionado para a AMX (em solugdo aquosa)
foi Amax = 272 nm e para a AMP (em solugdo aquosa) Amax = 262 nm. Esta
escolha deu-se em fungao dos mesmos apresentarem a melhor resolugao para
solucdes de concentracdes que variaram de 1,40 x10™* mol L' a 1,19 x 10 mol
L' de AMX e 3,20 x 10* mol L™" 2 2,79 x 10° mol L' de AMP, compreendendo
uma larga faixa de concentragao, incluindo as utilizadas nesta pesquisa, e

obedecendo os limites de absorvancia aceitos pela lei de Beer.
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Estudos realizados por espectrofotometria de UV com o efluente
industrial da produgdo de AMX e de AMP filtrados (0,45 um), apresentaram
concentracdes que variaram de 1,0 x10° a 2,0 x10 mol L™ tanto para AMX
quanto para AMP, valores estes compreendidos na faixa de concentracio
estudada para os padrbées e que serviram de base para os estudos de

oxidacéo.

4.3 Avaliacdo do impacto na estacdo de lodo ativado pelo lancamento de

residuo de hidrolise de antibi6ticos penicilanicos

A avaliagdo do impacto do descarte de residuos do tratamento por
hidrolise basica de antibidticos beta-lactdmicos em ETE com sistema de lodo
ativado € necessaria para que se possa entender a necessidade de um sistema
de tratamento mais eficiente para residuos da producgao desses farmacos.

As industrias farmacéuticas produtoras de formulagdes para antibiéticos
como AMX e AMP, utilizam o método de hidrdlise basica como forma de pré-
tratamento de seus efluentes da linha de producdo antes de descarta-los em
suas ETE. As ETE normalmente utilizam tratamento biolégico (lodo ativado)
pois ndo ha no Brasil uma legislagdo especifica para tratamento desse
efluente, ha apenas a recomendagéo para que a molécula seja inativada, o que
pode acontecer via hidrélise basica que promove a abertura do anel beta-
lactamico por ataque nucleofilico ao grupo acila do anel.

A avaliagao do impacto provocado na estacdo de lodo ativado de uma
industria farmacéutica localizada em Goias pelo lancamento de efluentes da
linha de producgao de penicilanicos, especificamente AMX e AMP, submetidos a
hidrolise basica foi realizado de acordo com as especificagées do item 3.1.1.
Este trabalho requereu uma avaliacdo do tempo de detencdo hidraulica dos
tanques da ETE (Tabela 4.1) a partir do qual se determinou o periodo entre a

coleta das amostras.
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Tabela 4.1: Tempo de detencgao hidraulica em fungdo do volume dos tanques

de tratamento’

Etapa do tratamento Volume total (m®) Tempo de detencéao
hidraulica (h)
Tanque de séptico 37,8 7,56
Tanque de equalizacao 18,75 3,75
Tanque de aeragéo 154 30,8
Tanque de decantacao 48 4.8
Total 47

"Vazao média de entrada de efluentes no sistema = 5,0 m*/h

Obs.: dados fornecidos pela equipe da ETE da industria.

Os parametros de rotina pH, temperatura, DBOs, DQO e lodo decantavel

foram avaliados e os resultados obtidos encontram-se na tabela 4.2.

Tabela 4.2: Cronograma de coleta de amostras e parametros analisados

Coleta de efluentes

Parametros 28/07/05 04/08/05 11/08/05 CONAMA
Verificados entrada saida | entrada saida | entrada saida 357/05
pH 4,82 7,3 475 (6,83 |511 |71 5,0-9,0

Temperatura (°C) 258 281 (264 |28,2 |259 |28)7 NR

DBOs

1800 | 135 |960 |133 |1400 | 120 60,0
(mg O2/L)

DQO
(mg O2/L)

2384 | 222 |2220 326 |1706 | 144 NR

razdo DBOs/DQO
(biodegradabilidade, 0,75 0,43 0,82 NR

na saida do sistema)

Lodo decantavel
(mL)

560 480 520 NR

NR: ndo ha recomendacédo na legislagdo. As analises foram realizadas de
acordo com a metodologia do Standard Methods for Examination of Water and

Wastewater'%.

73



Os resultados mostram uma alteracdo no sistema da ETE com o
lancamento dos efluentes penicilanicos. A queda na remocédo da DBO e da
DQO pode estar relacionada com a inativacdo do sistema de lodo ativado pela
atividade bioldgica propria das penicilinas. A biodegradabilidade também sofreu
alteracao indicando uma diminuigdo na capacidade de biodegradabilidade do
efluente dos antibidticos penicilanicos apds hidrolise (DQO/QBOs >2). Em
casos como esses, tratamentos combinados fisicos e/ou quimicos e bioldgicos
sdo recomendados pela literatura %°°.

A eficiéncia da ETE foi observada em termos da taxa de remogao da
DBO e DQO e da relagdo DQO/DBO na saida do sistema. A tabela 4.3 a seguir

apresenta esses resultados.

Tabela 4.3: Eficiéncia do sistema de tratamento, taxa de remocao e eficiéncia.

Paréametro 12 coleta 2 2 coleta 3 2 coleta
DBO 92,5% 86,1% 91,4%
DQO 90,7% 85,3% 91,6%
DQO/DBO 1,32 2,31 1,21

Os resultados mostram uma menor eficiéncia do sistema, apresentando
uma reducéo da DBOs (86,1%) e DQO (85,3%) para a 22 coleta, exatamente no
periodo em que o residuo da hidrolise basica dos antibiéticos permaneceu em
tratamento na estacgao, inferior ao encontrado para as demais coletas indicando
a necessidade do desenvolvimento de novas metodologias para degradacao
desses poluentes devido a sua recalcitrancia.

Segundo Kiimmerer (2004)", devido as Boas Praticas de Fabricacéo
(BPF) adotadas pelas industrias e ao alto custo das matérias primas, a
contribuicdo das mesmas com o aporte de PhAC no meio ambiente na Europa
e nos Estados Unidos sejam baixos e que so trariam problemas em caso de

acidentes mas, mesmo assim, o problema seria localizado. Esse ponto é
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bastante questionavel quando se tem a informacdo de que pequenas
concentragcdes € que levam ao desenvolvimento de organismos resistentes. A
questao do efluente industrial € importante exatamente por ser localizada e,
portanto, permitir o uso de tecnologias combinadas como reator de degradacao
por reagente Fenton seguido de descarte em estacdo de lodo ativado,
minimizando assim a contaminacdo ambiental. O propdsito de teses como esta
€ de que se alcance o maximo de mineralizagdo com o menor custo. Assim, a
partir do uso do processo oxidativo reagente de Fenton para a degradagao de
efluentes da producgao dos antibidticos AMX e AMP, pode-se ter:

AMX

intermediarios CO,

Fenton microorganismos
AMP organicos " &cidos minerais
(mais oxidavel, (menos oxidaveis,
menos biodegradavel) mais biodegradaveis)

que é o espera-se alcancar em um tratamento de efluente.

4.4 Amostra sintética

Para o desenvolvimento do trabalho, na busca de tratamentos
preliminares que permitissem um melhor rendimento para a oxidacdo de
antibiéticos penicilanicos, foram testadas amostras sintéticas de AMX e AMP
em solugdo aquosa para realizagédo de ensaios de degradagao por POA.

A utilizacao de efluentes industriais in natura fez parte da etapa final do
trabalho, apds a definichio do POA com o melhor rendimento. Nos
experimentos realizados todos os reagentes foram adicionados no inicio do

processo (sistema de batelada).

4.5 Ensaios de degradacéo por POA

Para avaliacdo do potencial de degradagcao da AMX e AMP, realizaram-

se ensaios de diferentes POA. A avaliagdo dos resultados baseou-se na
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reducdo da concentracdo dos substratos organicos, concentragdo residual,
determinados por espectrofotometria no UV. As leituras foram realizadas
tomando-se como base os comprimentos de onda (A) do pico maximo para
AMX, AN max=272 nm, e para AMP, A nax =262 nm experimentalmente
estabelecidos.

O estudo compreendeu a avaliagao por diferentes POA da degradacéao
durante um periodo de 60 min, com amostras coletadas em intervalos de 10
min para cada ensaio conforme descrito no item 3.5.

Os processos oxidativos avaliados foram fotodegradacéao, peroxidacao,
fotoperoxidagao, reagente de Fenton, foto-Fenton, reagente de Fenton/Fe3+,
foto-Fenton/ Fe**.

A tabela 4.4 apresenta as quantidades de matéria (mol) utilizadas dos
reagentes H,O,, FeCl, e FeCls, nas oxidagdes testadas para AMX e para AMP.
As concentracoes de AMX e AMP foram estabelecidas tomando-se como base

estudos preliminares com efluente industrial (item 4.2).

Tabela 4.4 — Quantidade de matéria (mol) utilizados nos diferentes POA para
200 mL de solugdo 2,86 x10° mol L' de AMX e 200 mL de solugdo 3,20 x107
mol L' de AMP

POA/ uv | H,O, uv/ Fenton Fenton/ Fenton/ Fenton/
Reagente H,0, uv Fe3* Fe®*/uv
(mol)

H,0, - 1 9,79x107 | 9,79x10° | 9,79x10° | 9,79x10” | 9,79x10™ | 9,79x10
FeCl, - - - 1x10° 1x107 - -
FeCl; - - - - - 1x10™ 1x10”

Nesta etapa do trabalho, quantidades idénticas de reagentes foram
utilizadas nos testes tanto para AMX quanto para AMP com objetivo de avaliar-
se o rendimento para ambos. A necessidade deste procedimento decorre do
fato de que durante o periodo de mudanca na producdo de AMX para AMP ou
vice-versa, pode ocorrer mistura dos antibidticos no tanque reservatério de

penicilanicos.
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Os valores de pH (inicial e final) para cada ensaio encontram-se
discriminados na tabela 4.5. Este acompanhamento do pH é necessario devido
ao rendimento das reacgdes estarem diretamente relacionados com este
parametro. A formacado dos radicais *OH é maior quando o pH se encontra
proximo de 3. Esta condicdo foi observadas nas solugdes que usam o Fe?*

como catalisador.

Tabela 4.5: Variacdo de pH durante os diversos ensaios com POA utilizando

solucdes sintéticas de AMX e AMP.

Ensaio | UV H,O, | H.0./UV | Fenton | Fenton/UV | Fenton/ | Fenton/
Fe* Fe**/uv
AMX
pHi | 4,70 |4,70 4,70 4,70 4,70 4,70 4,70
pHf | 4,58 |4,50 4,27 2,67 2,42 2,72 2,82
AMP
pHi | 5,08 |5,08 5,08 5,08 5,08 5,08 5,08
pHf | 4,87 |4,80 4,49 2,85 2,68 2,78 2,78

Os resultados obtidos para os ensaios de oxidagao nos tempos 30

e 60 min de degradagao se encontram na tabela 4.6. Esses mostram que os

melhores rendimentos na degradacado foram obtidos nos processos oxidativos

Fenton/UV e Fenton/ Fe*/UV. Para AMX obteve-se um valor maximo de

remogcdo do analito de 99,62% (Fenton/UV) e para AMP de 97,52%
(Fenton/Fe**/UV).

A importancia na avaliagao da oxidagcao em fungcédo do tempo se deve ao

custo do processo que envolve consumo de energia elétrica para agitagao do

sistema e, nos processos foto-quimicos, o uso de radiacdo UV artificial.
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Tabela 4.6: Percentagem de degradacdo de AMX e AMP em fung¢do do POA.

AMX (%) AMP (%)
Ensaio/ tempo (min) 30 60 30 60
Fenton/ Fe*' 99,61 | 99,61 | 53,18 | 79,79
Fenton/ Fe**/UV 99,61 | 99,61 | 88,67 | 97,52
Fenton 85,84 | 97,13 | 60,73 | 9542
Fenton/ UV 99,62 | 99,62 | 60,73 | 9542
H,O, 7,29 7,29 8,66 8,66
H,O, /UV 12,07 | 12,07 | 8,66 8,66
uv 0 0 0 0

A variagdo da razdo de remogao de AMX e AMP durante os ensaios
para os diferentes POA em funcdo do tempo encontra-se representada nas
figuras 4.6 e 4.7. Observa-se uma reducao significativa da concentracdo de
AMX e AMP para os processos que utilizam Fe como catalisador. Os
processos que fazem uso do catalisador e de radiacdo UV se mostraram mais
eficientes.

Os resultados sao evidentes quanto a eficiéncia do uso do Fe como
catalisador. Os processos catalisados levaram a uma redugao da concentracao
de AMX que variou de 85 a 99% (foto-assistido) enquanto para AMP a variagéo
foi de 79 a 97% (foto-assistido). A combinacdo Fe catalisador/radiagdo UV

mostrou-se eficiente tanto para a oxidagdo de AMX quanto para AMP.
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Figura 4.6: Razao de redugao da concentracdo de AMX durante 60 min.
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Figura 4.7: Razao de redugéo da concentracdo de AMP durante 60 min.

Na figura 4.8 apresenta-se uma comparagdao em termos de percentuais
de redugao da concentracdo do analito (AMX e AMP) para diferentes tempos
de reagdo (30 e 60 min). Para as oxidag¢des catalisadas e foto-assistidas
observa-se um rendimento para os tempos 30 e 60 min, praticamente idénticos
no caso da AMX. Para AMP, isso ndo se repetiu, mostrando que a questao

tempo de reacéo interfere no rendimento da mesma.
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Os ensaios realizados com os diferentes POA mostram que os melhores
rendimentos foram obtidos apds 60 min de oxidac&do. Para AMX, os percentuais
obtidos foram os seguintes: 99,62% para Fenton/UV e 99,61% para Fenton/
Fe®* /UV, ja para AMP o percentual de degradacdo chegou a 97,42% para
Fenton/UV e 97,52% para Fenton/ Fe**/UV. Pode-se observar também que os
ensaios Fenton e Fenton/ Fe*" apresentaram rendimentos acima de 99% para
AMX e de 97% para AMP. Partindo-se do fato de que os ensaios com o uso de
radiagdo UV custam 2 a 3 vezes mais caros que os sem UV'® o uso do
reagente de Fenton para a degradagao desse compostos organicos se mostra

bastante promissor.

AMX 1004 m 30 min

80 W 60 min

60+
%
40+

20+

N N\ & S a9 S S
\
€ N & &g
6\9 g( @ g
<% ©
&
(@)
AMP 100+ = 30 min

W 60 min

(b)
Figura 4.8: Avaliagdo do percentual de remocédo com relagdo ao tempo de
reacéo para (a) AMX e (b) AMP.
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Considerando-se os resultados obtidos e o consumo de energia no
processo foto-assistido, pode-se estabelecer o reagente de Fenton como POA

a ser otimizado para oxidagao de solugdes sintéticas de AMX e AMP.

4.6 Estudos da degradacao de AMX e AMP utilizando reagente de Fenton

Apos a definicdo do POA reagente de Fenton como o processo a ser
adotado, realizaram-se o0s ensaios para a determinacdo (ajuste) das
concentracdes de H,O, e Fe?* que levariam ao um melhor rendimento. A tabela

4.7 apresenta as concentragdes utilizadas nos ensaios para AMX.

Tabela 4.7: Quantidade de matéria (mol) utilizada na oxidagdo de AMX por

reagente de Fenton.

Quantidade de matéria (mol) e razdo molar

Ensaio (@) (b) (c) (d)
AMX 1,43x10™ 1,43x10™ 1,43x10™ 1,43x10™
H,0 2,44x10° 3,28x107 4,89x10™ 9,79x107
Fe** 5,0x10™ 6,7x10™ 1,0x10™ 2,0x10™
H,O./Fe* 49 49 49 49
AMX/H;0, 0,058 0,043 0,029 0,014
AMX/Fe** 2,86 2,13 1,43 0,71

A figura 4.9 apresenta um acompanhamento da variagdo da
concentracdo residual de AMX por espectrofotometria no UV para os diversos

ensaios de degradacao por reagente de Fenton durante um periodo de 60 min.
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Figura 4.9: Oxidacdo da AMX por reagente de Fenton: (a) 2,44x10° mol de
H,0>, (b) 3,28x10™ mol de H,0,, (c) 4,89x10™ mol de H,0; e (d) 9,79x10° mol
de H202

Os ensaios (c) e (d) se mostraram os mais eficientes, com uma reducéo
de cerca de 100% dos analitos apés um periodo de 60 min de oxidagao. Esse
resultado era esperado devido ao aumento na concentracdo de radicais livres
hidroxila promovidos na mistura reacional de acordo com a concentragao de
H,O, utilizada.

As quantidades de matéria (mol) utilizadas nos diversos ensaios
realizados para avaliagcao da degradacao por reagente de Fenton de AMP
encontram-se discriminados na tabela 4.8.

O baixo rendimento obtido para os ensaios (a) a (d) levou a necessidade
de um estudo mais amplo do que o realizado com AMX. Observou-se a
necessidade de concentragdes maiores de H,O, para uma degradagcdo mais
eficiente.

A figura 4.10 apresenta os resultados obtidos a partir da determinagao
da concentracido residual de AMP por espectrofotometria no UV para cada

ensaio de degradacao com reagente de Fenton durante um periodo de 60 min.
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Tabela 4.8: Quantidade de matéria (mol) utilizada na oxidagdo de AMP por

reagente de Fenton.

Quantidade de matéria (mol) e razdo molar

ensaio

@)

(b)

(c)

(d)

(e)

(f)

(@)

1,62x10™

1,62x10™

1,62x10™

1,62x10™

1,62x10™

1,62x10™

1,62x10™

2,44x107

3,28x10

4,89x10°

9,79x10°°

1,22x10

1,47x107

1,96x107

5,0x10°

6,7x10°

1,0x10*

2,0x10™

2,5x10™

3,1x10™

4,0x10*

48,8

48,9

48,9

48,9

48,8

48,8

48,7

AMP/
H20,

0,066

0,049

0,033

0,016

0,013

0,11

0,008

AMP/

Fe?*

3,24

2,42

1,62

0,81

0,65

0,52

0,40

Concentragédo normalizada
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Figura 4.10: Oxidacdo da AMP por reagente de Fenton: (a) 2,44x10° mol de
H,0,, (b) 3,28x10° mol de H,0,, (c) 4,89x10° mol de H,0,, (d) 9,79x10 mol
de H,0,, (e) 1,22x102 mol de H,0,, (f) 1,47x102 mol de H,0- e (g) 1,96x102
mol de H,0..
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Os resultados mostram que os ensaios (e), (f) e (g) atingiram uma
reducdo da concentragdo de AMP de proxima de 97% apos 60 min de
oxidagao.

A partir dos resultados obtidos, considerando-se a maior razao de
remogao com menor consumo de reagentes para t= 60 min, pode-se observar
que o melhor rendimento para AMX foi obtido com 3,28 x10™ mol de H.0O, e 6,7
x10° mol de Fe?*. Para a AMP, o melhor rendimento foi obtido com 1,22 x107

mol de H,O, e 2,5 x10™* mol de Fe?",

4.6.1 Influéncia da concentracéo de H,O,

A determinacéo do kops (A[AMX]/ At) (Figura 4.11), assumindo a reagao
como de pseudo 12 ordem, mostra-se constante a partir da presenca de 3,28
x10° mol de H,0,. Este valor coincide com o considerado 6timo no estudo da

determinacao de AMX residual.

0,018 -
0,016 -
0,014
0,012
0,01
0,008 -
0,006 -
0,004 -
0,002 ~

0 T 1
0 0,005 0,01

moL de H202

Kobs

Figura 4.11: Relagéo entre kops € a concentragédo de H,O, na degradagéo de

AMX por reagente de Fenton.

A determinagao do kops (A[AMP]/ At) (Figura 4.12), assumindo a reagao

como de pseudo 12 ordem, se mostra constante a partir da presenca de 1,22
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x102 mol de H,0,. Este valor coincide com o considerado étimo no estudo da

determinacao de AMP residual.

0,018
0,016 -
0,014 |
0,012 |

@ 0,01

20,008 -
0,006 -
0,004 -
0,002 -

0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 0005 001 0015 002 0,025

molL de H202

Figura 4.12: Relagéo entre kops € a concentragédo de H,O, na degradagéo de

AMP por reagente de Fenton.

Com o aumento da concentracdo de H,0,, espera-se uma maior
destruicdo dos contaminantes. A constatacdo de que o Ky,s a partir de uma
determinada concentragdo se torne constante pode ser justificada pela

19 que sdo oxidantes menos enérgicos

formagao de radicais hidroxiperoxila
que os radicais *OH e que consomem esses radicais para sua formacéo.
Conclui-se assim que a razao ideal de AMX/H;O, para a degradagéo por
regente de Fenton é 0,043 e para AMP/H,O, é 0,013. Esta avaliacédo é
fundamental em termos de custo do tratamento da matriz (efluente industrial).

Apesar da comprovada eficiéncia na redugdo da concentragdao dos
analitos estudados, ha a necessidade de se avaliar a reducdo do parametro
DQO das oxidacbes por reagente de Fenton. As quantidades de H,O;
determinadas pelos estudos cinéticos para AMX e AMP servirdo como base
para esses estudos.

Observou-se durante a realizagdo dos ensaios de oxidacao tanto para
AMX como para AMP, a formagao de um residuo sélido que permaneceu apés
24 h do final do ensaio. Estudos mostram que a destruicdo dos compostos de

interesse assim como de seus intermediarios pode ser prejudicada pela

85



formacdo de um precipitado durante a reacdo ''°. Esse fato é relevante pois,
em processos promovidos por radiagao UV, esses compostos provocam uma
diminuicdo no aproveitamento dos fétons emitidos pela fonte luminosa (natural
ou artificial), devido ao espalhamento, atrapalhando a degradagdo do
contaminante de interesse'''. A formacdo desse precipitado pode também

favorecer a adsorgao dos contaminantes, prejudicando o tratamento’°.

4.7 Avaliacdo da razdo de remocdo da DQO no residuo filtrado e sem
filtracao

Apesar do pH acido (<3) ao final dos ensaios, a observagao da formagao
de um precipitado durante o processo de degradacdo, que persistia por mais
de 24 h apds o término do ensaio, indicou a necessidade de um estudo que
avaliasse a remog¢ao da DQO durante a degradacgéao por reagente de Fenton
para AMX. A mistura reacional se constituiu de 1,43x10™ mol de AMX: 9,79x10°
% mol de H.0,: 2,0x10* mol de Fe**, condicdo avaliada no ensaios como de
alto rendimento na degradagédo. Essa mistura foi colocada para reagir sob
agitacéo intensa e amostras coletada a cada 10 min para determinagdo da
DQO. A DQO foi obtida tanto do residuo de degradacéo filtrado (em éster de
celulose, 0,45 pym) como sem filtrar. Os resultados obtidos para a DQO

normalizada encontram-se na figura 4.13 a seguir.

1,2
1
©
®
~N 0,81
©
€ 0,6 |
(@]
c
o 04 -
g
0,2
0 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60
min
—e— AMXF filtrada —a— AMXF sem filtrar

Figura 4.13: DQO normalizada para as solugdes filtradas e sem filtrar da

degradacéao por reagente de Fenton para AMX.
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Pode-se observar uma variagdo na razao de remog¢ao da DQO entre
filtrado e nao filtrado. A auséncia do residuo solido levou a uma redugdo da
DQO de até 48% enquanto que na presenca do mesmo, a redugcdo nao
ultrapassou 17%.

Pode-se concluir que no residuo solido estao presentes compostos
carbdnicos que tanto podem ser o substrato organico que se pretende degradar
ou ainda fragmentos desse composto adsorvidos. Ha a possibilidade de que
complexos de Fe>* gerado pelo reagente de Fenton estejam se formando. Para
uma confirmacao desses resultados, os residuos solidos foram devidamente
tratados e preparados para que se realizassem espectros de IR dos mesmos,

buscando a confirmacao da presenca de compostos carbdnicos neste material.
4.7.1 Estudos dos residuos sélidos gerados no processo de oxidagéao

A presenca de ions Fe** nas solugbes de AMX e AMP levaram a
formagao de produtos soluveis, como pode ser observado nas figuras 4.14 (a)
e (c). A adicao do H,0O,, que promove a formagao do reagente de Fenton, faz
com que se forme imediatamente uma substancia insolivel em agua (figura
4.14 (b) e (d)) turvando a solugéo.

A formacdo de Fe** no meio reacional pode ser o responsavel pela
formacgao do residuo sélido observado. A constatagao de que o uso prolongado
de antibiéticos penicilanicos levava ao efeito clinico anemia, levantou a questao
sobre a possibilidade de formagao de complexos entre o Fe** e os antibidticos
B-lactdmicos, o que foi confirmado por diversos estudos sobre a formacao

desses complexos™ 112113114115

** Anexo 2
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AMX AMP

(@) (c)

¥ » =

0,5 min 5 min 0,5 min 5 min
(b) (d)
Figura 4.14: Detalhamento do comportamento da amostra em diferentes tempo
de reacdo (a) solugdo de AMX/Fe?*, t= 0 min (b) solugdo de AMX/Fe?*/H,0,, t=
0,5 e 5 min, (c) solugdo AMP/Fe?*, t= 0 min, (d) solugdo AMP/Fe**/ H,0,, t= 0,5

e 5 min

Para os estudos dos residuos soélidos formados nos processos de
oxidacéo por reagente de Fenton, as suspensodes resultantes dos processos de
oxidagdo de AMX e AMP foram enté&o filtradas (0,45 ym) e o residuo sélido
obtido foi seco a vacuo. A temperatura de fusdao dos mesmos foi determinada
sendo que ambos apresentaram Tgsz0 > 300 °C, o que indica a formacao de
sais inorganicos. Para a confirmagdao da presenca de compostos organicos,
obtiveram-se espectros de IR dos mesmos. As figuras 4.15 a 4.18 apresentam
os espectros de IR obtidos para matéria prima utilizada bem como para os
residuos obtidos da degradagao, possibilitando assim uma comparagao entre

ambos.
Em destaque o pico referente ao estiramento CONH, vconn,

aproximadamente 1775 cm™, do anel B-lactama, caracteristico das penicilinas.
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File #1 : AMX
Sample Description: KBr Sandra

Scans= 10 Slow

Res=4 cm-1

Mode= 2 (Mid-IR)
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Figura 4.15: Espectro de IR de AMX PA.
File #1 : AMX502 Mode= 2 (Mid-IR) 18/5/2006 11:06
Sample Description: KBr Sandra
Scans= 10 Slow Res=4 cm-1 Apod= Cosne Zero Filling=1 x
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Figura 4.16: Espectro de IR do residuo solido gerado na degradagdo de AMX

por reagente de Fenton.

&9



File #1: AMP Mode= 2 (Mid-IR) 18/5/2006 11:34

Sample Description: KBr Sandra

Scans= 10 Slow Res=4 cm-1 Apod= Cosine Zero Filling=1 x
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Figura 4.17: Espectro de IR de AMP PA.
File #1 : AMPF10 Mode= 2 (Mid-IR) 19/5/2006 09:15
Sample Description: KBr Sandra
Scans= 10 Slow Res=4 cm-1 Apod= Cosine Zero Filling=1 x
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Figura 4.18: Espectro de IR do residuo sélido gerado na degradagao de AMP

por reagente de Fenton

Os espectros IR apresentados indicam a presenca de compostos
organicos no residuo solido. Pode-se observar que o pico caracteristico das
penicilinas, 1775 cm™, n3o aparece em destaque como para as matérias

primas, mas também nao tem-se como afirmar que o anel beta-lactama nao se
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encontra presente. A banda larga entre 2.600 e 3.500 cm™ indica a presenca
de anel aromatico, grupos carboxila, estiramento N-H e C=0O da amida na

regido de 2.600 cm™ a 3.500 cm™. A banda larga em torno de 1650 cm™ pode
indicar o estiramento vco de amida secundaria que ocorre em torno 1.680 cm™

e também de C=C aromatico em aparece em 1.630 cm™. As caracteristicas
apresentadas nos espectros indicam a presenga de grupos carbdnicos tantos
no residuo de AMX degradada por reagente de Fenton (AMX/F) quanto de
AMP degradada pelo mesmo processo (AMP/F)

A avaliagao da reducéo de DQO ¢é necessaria na solugao resultante do
processo de oxidacdo e ndo somente no filtrado. A possibilidade de formacao
de complexos de Fe* com AMX e AMP n3o pode ser descartada, dessa forma
parte do substrato estaria sendo transferido para a fase sodlida e nao
degradado. Um ponto a ser avaliado a partir dos dados de IR € a possibilidade
de formagao de subprodutos toxicos devido a presenga de moléculas organicas
resultantes da fragmentacdo das moléculas de AMX e AMP durante o processo

de oxidacao.

4.8 Avaliacao da reducao da DQO

Considerando-se que a DQO é um dos parédmetros utilizados na
avaliagdo da qualidade de um efluente, por permitir que se determine a
presenca de substancias recalcitrantes, a avaliagdo da reducido desse
parametro levara a determinagao do grau de oxidagao atingido na degradacgao.

Levando-se em conta os resultados obtidos para os tratamentos
oxidativos realizados para AMX e AMP e considerando-se a redugédo de
concentracdo do contaminante, optou-se pelo processo Fenton (Fe2+/H202)
para os ensaios de degradagao avaliando-se a redu¢ao da DQO no processo.

A razdo H,0./Fe?* foi mantida constante e a razdo AMX/H,O, foi
utilizada como paradmetro na determinagao do grau de oxidagdo. O mesmo
trabalho foi desenvolvido para AMP. Nesta fase do trabalho, determinou-se a

melhor relagdo substrato organico/ [H2.O;] que promovesse a oxidagdo sem a
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formacao do residuo solido. Esses estudos tiveram como base as informacdes
obtidas na literatura para penicilina G %>,

A remocdo da DQO foi avaliada a partir do processo com melhor
rendimento na relagdo substrato organico/ reagente de Fenton. O sulfato de
ferro Il heptahidratado foi o sal utilizado como fonte de Fe?* em funcgéo do seu
baixo custo e por ndo causar interferéncia na determinagao da DQO.

A tabela 4.9 apresenta as quantidades molares trabalhadas. As mesmas
condigdes para AMX e AMP foram executadas em fungcéo da possibilidade de
que misturas em concentragdes variadas dessas duas substancias possam

estar presentes em efluentes industriais.

Tabela 4.9: Quantidade de matéria (mol) presente nos ensaios de degradacéo

por reagente de Fenton para AMX.

Quantidade de matéria (mol) e razdo molar

Ensaio M (m (1 (v)
AMX 1,4x107 1,4x10 1,4x10 1,4x10™
H20, 9,79x10™ 1,96x107 2,94x10™ 3,91x10™
Fe*" 1,0x10™ 2,0x10™ 3,0x10™ 4,0x10™
AMX/ 1,43 0,71 0,47 0,36
H20,

AMX/ 14 7 4.6 3,5

Fe**

H,O,/ 9,8 9,8 9,8 9,8

Fe?

AMX/ 1,4x107 1,4x107 1,4x107 1,4x107
(Ho0,/

Fe?")

Os resultados obtidos na remog¢ado de DQO para a degradagdo de AMX

com reagente de Fenton durante os 60 min de ensaio encontram-se na figura

4.19.
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Figura 4.19: Remocgéao da DQO para os ensaios (1), (), (lll) e (IV) com AMX.

Pode-se concluir que a reacdo de oxidacido ocorre nos primeiros 30 min
de reacéo, a partir dos quais, a reacdo mantém-se praticamente constante sem
variagdes significativas com relagdo a redugcdo da DQO. Uma explicagao para
esse fato € que compostos refratarios podem estar sendo formados ou ainda
que complexos de Fe imobilizam o catalisador diminuido a concentragcdo de
radicais *OH formados.

A tabela 4.10 apresenta as quantidades de matéria (mol) trabalhadas

para AMP nos ensaios para avaliacdo da reducédo da DQO.
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Tabela 4.10: Quantidade de matéria (mol) presente nos ensaios de degradagao

por reagente de Fenton para AMP.

NUmero de mol em cada ensaio e razdo molar

ensaio 0 (1 (1) (V)
AMP 4,89x107 4,89x107 4,89x10” 4,89x10
H,0 9,79x10™ 1,96x10™ 2,94x10° 3,91x107
Fe*' 1,0x10™ 2,0x10™ 3,0x10™ 4,0x10™
AMP/ 4,99 2,49 1,66 1,25
H,0,

AMP/ 48,9 24,45 16,3 12,25
Fe?*

H,O,/ 9,8 9,8 9,8 9,8

Fe?

AMP/ 4,99x10™ 4,99x10™ 4,99x10™ 4,99x10™
(Ho0,/

Fe®")

Os resultados obtidos na remogao de DQO para a degradagao de AMP

com reagente de Fenton durante os 60 min de ensaio encontram-se na figura

4.20.

DQO normalizada

40 60

min

100 120

[—o— () —=— (1) —— () —m— (V)|

Figura 4.20: Remocgéao da DQO para os ensaios (1), (), (lll) e (IV) com AMP.
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Da mesma forma como observado para a degradagao da AMX, pode-se
concluir que a reacédo de oxidagado ocorre nos primeiros 30 min de reagao, a
partir dos quais mantém-se praticamente constante sem variagbes
significativas com relacédo a redugdo da DQO. A formagdo de compostos
refratarios ou a complexacao dos ions ferro, diminuiem a concentragao do
catalisador e podem estar promovendo este comportamento.

As figuras 4.21 e 4.22 apresentam o detalhamento (aspecto visual) do

comportamento da degradagdo de AMX e AMP em diferentes tempos de ragao.

|

=T . |
(@) - (b) | . (c) - (d) | - (e)
. ! r [
- ~ ~
. () . (9) (h) - (i) -(J')

Figura 4.21: Detalhe do comportamento da degradagdo de AMX por reagente
de Fenton para o ensaio (Ill) em diferentes tempos de reagdo. (a) AMX e Fe?*,

(b) apés adicao de H,0O; e de (c) a (j), a cada 5 min de reacéo.

—

(a) !(b) h(c) -(d) (e)
- - = |
|
(f) -9) (h) (i) .(J)

Figura 4.22: Detalhe do comportamento da degradacdo de AMP por reagente
de Fenton para o ensaio (lll) em diferentes tempos de reagédo. (a) solugédo de

AMP e Fe**, (b) apds adigdo de H.0; e de (c) a (j), a cada 5 min de reagao.
Apesar do pH préximo de 2, observa-se a formagao de uma suspensao

que turva a solucdo. A formacdo de um complexo entre AMX e Fe®*" nessas

condigdes encontra-se relatado na literatura''%. A razao AMX/H,0, e AMP/H,0,
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sao fundamentais para que esse residuo soélido ndo se forme durante a
degradacao.

A figura 4.23 apresenta os aspectos visuais dos residuos das
degradagdes com reagente de Fenton com AMX para os ensaios (l), (ll), (lll) e
(IV) apés 60 min de reagdo. Pode-se observar a presenga de solidos,
provavelmente complexos de AMX com Fe**, em (1) e (Il). J& nos ensaios (lll) e
(IV) ndo encontra-se residuos solidos, um indicativo de que a razdo entre AMX
e H,0./Fe** promove a degradacdo da matriz (solucdo do antibidtico) a
compostos refratarios que ndo formam complexos insoluveis nas condi¢des da

reacao (pH<3).

0

(I (V)

s VIR g
8®e = |

M v VOO

Figura 4.23: Aspecto visual do residuo da degradacdao AMX/reagente de
Fenton apos 24 h. Ensaios (1), (I1), (IlI) e (IV)

Os ensaios Ill e IV, onde ndao houve formagdo de residuo soélido
insoluvel, apresentaram também os melhores rendimentos quanto a redugéao
da DQO na oxidacdo da AMX e AMP. Tem-se entdo as concentragdes
utilizadas no ensaio IV como as mais promissoras.

Os resultados obtidos para a remogao da DQO, percentual de remogéao,
para AMX e AMP no processo de degradagdo por reagente de Fenton,
encontram-se representados nas figuras 4.24 e 4.25.

Os resultados obtidos mostram que a razdo AMX/H,O, = 0,36 levou a
um rendimento na remog¢ao de DQO de 75,62% enquanto que para AMP o

melhor rendimento foi obtido para a razao AMP/ H,O, = 1,25 que resultou em
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uma remogao de 81,92% da DQO confirmando que o melhor rendimento foi
obtido a partir das solugdes que nao formaram residuo solido, estando assim o
catalisador livre para promover a formacao dos radicais *OH, e a formacao de

compostos refratarios a partir da degradagdo da AMX e da AMP foi menor.
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Figura 4.24: Razao de remocgéo da DQO para os ensaios (I), (I1), (Ill) e (IV) com
AMX (t= 60 min).
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Figura 4.25: Razao de remocgéo da DQO para os ensaios (I), (II), (Ill) e (IV) com
AMP (t= 60 min).

97



4.9 Acompanhamento do pH

Devido a dependéncia da eficiéncia do reagente de Fenton com relagao
ao pH, ha necessidade de um acompanhamento da sua variacdo durante a
degradacao. A reacao de formacao do radical *OH por reagente de Fenton é
fortemente dependente do pH, somente em condigbes acidas este radical é o
oxidante reativo predominante’"®.

Este estudo foi realizado para os ensaios que apresentaram melhor
rendimento, o ensaio (V) tanto para AMX quanto para AMP.

Para AMX e AMP tem-se que o pH inicial da solugdo de trabalho se
encontra na faixa de 4,0. Estudos mostram que o pH proximo de 3 é uma
condicdo 6tima para o uso do reagente de Fenton como oxidante''”. A adicéo
do Fe? seguida pela de H20; leva o pH para aproximadamente 2,1.

A Tabela 4.11 apresenta as variagdes de pH para as degradagbes de
AMX e AMP bem como para o reagente de Fenton. A figura 4.26 apresenta a
variagao do pH em fungdo do tempo para o ensaio com melhor rendimento
tanto para AMX como para AMP. O regente de Fenton também foi
acompanhado quanto a variacdo de pH para uma comparacdo com as

solugcdes AMX e AMP em reagao do regente de Fenton.

Tabela 4.11: Variacdo de pH em funcao do tempo de reacgao.

Tempo (min)/ pH 0 30 60 90

Reagente de Fenton 5,88 2,89 2,88 2,87
AMX/Fenton 4,69 2,09 2,06 2,05
AMP/Fenton 4,15 2,18 2,15 2,14

Os resultados mostram uma acidez maior para as solugdes do reagente
de Fenton na presenca de AMX e AMP com relagdo a solugdo do reagente
puro. A figura 4.26 apresenta o comportamento do pH para o reagente de
Fenton e para as solugdes de AMX e AMX com o mesmo reagente durante um

periodo de 90 min.
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0 20 40 60 80 min
‘ —e—reagente de Fenton —s— AMX/Fenton —a— AMP/Fenton ‘

Figura 4.26: Variagdo do pH durante degradacdo AMX/Fenton, AMP/Fenton e
do reagente de Fenton.

Os resultados obtidos mostram que as degradagdes ocorrem em pH
acido (abaixo de 3) definido como 6timo na literatura para o uso do reagente de
Fenton como oxidante.

Na presenca de ions ferro, em pH baixo, pode-se ter reacdes de adicao
de radicais *OH em anéis aromaticos ou em anéis heterociclicos (também em
compostos com ligagdes insaturadas como alquenos e alquinos) promovendo a

liberagdo do préton H* para o meio de acordo com a equagao 4.1"8.

H OH H OH

OH COOH
0= Q= =T -
__cooH

4.10 Cinética de reacao com relacdo a DQO

A determinacdo do Kobs (ADQO/ At), assumindo a reagdo como de

pseudo 12 ordem encontra-se representado na figura 4.27.
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Figura 4.27: Relagédo entre kops € a concentracédo de H,O, na degradagéo de

AMX e AMP por reagente de Fenton com relagdo a DQO.

Apesar da redugao de DQO obtida para AMX/F e AMP/F, os ensaios nao
mostram uma estabilidade quanto a velocidade da reacgdo. Nao foi observado
um limite maximo para H2O, a partir do qual a velocidade de reagao se torna
constante, logo quanto maior a concentragao de perdoxido melhor o rendimento
da reagcdo, como mostram os resultados de reducdo da DQO. A limitacédo

quanto ao consumo de H,O, para a degradagao se deve ao custo do reagente.

4.11 Degradacao de AMX por foto-Fenton promovido por radiagéo solar

O fato de Goias possuir um polo farmacéutico instalado com 23
industrias e a facilidade da realizagao de reagdes foto-quimicas promovidas por
radiacao solar na regido centro-oeste devido a disponibilidade da mesma
durante o periodo de maio a setembro, quando se tem céu claro e praticamente
sem nuvens, levou a que testes fossem realizados com o objetivo de avaliar-se
a reducao da DQO de solugdées de AMX utilizando o processo foto-Fenton
promovido por radiacdo solar. O local escolhido para os ensaios possui as
seguintes coordenadas: 16°40’ S e 49° 14’ O.

Um ensaio preliminar foi realizado com o objetivo de avaliar-se a
oxidacdo da matriz por foto-peroxidacdo. Apds esses estudos, avaliou-se a

degradacdo da AMX por processo foto-Fenton nas mesmas concentragdes
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utilizadas para os ensaios sem a presenca da radiagao solar, avaliando-se a
reducdo da DQO para um periodo de 60 min de exposigcdo com coleta de
amostras em intervalos de 10 min. A tabela 4.12 apresenta os valores de H;0,

e Fe?* utilizados para os diferentes ensaios.

Tabela 4.12: Quantidade de matéria (mol) presente nos ensaios de degradacéo

por foto-Fenton para AMX.

Quantidade de matéria (mol) e razdo molar

Ensaio ) (I (1) (V) V)
AMX 1,4x10° [ 1,4x10° [ 1,4x107 1,4x10° | 1,4x107
H,0 3,91x10° [ 9,79x10™ | 1,96x10° | 2,94x10° | 3,91x107
Fe*' 0 1,0x10* [ 2,0x10™ 3,0x10” | 4,0x10™
AMX/ 0,36 1,43 0,71 0,47 0,36
H,0,

AMX/ - 14 7 4,6 3,5
Fe?*

H,O,/ - 9,8 9,8 9,8 9,8
Fe**

AMX/ - 1,4x10° [ 1,4x107 1,4x10° | 1,4x107
(H20,/

Fe?")

A figura 4.28 apresenta os resultados obtidos na redugdo da DQO

utilizando reagente de Fenton promovido por radiagao solar.
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Figura 4.28: Percentagem de remoc¢éo de DQO para ensaios de degradagao de

AMX por processo foto-Fenton, t; = 60 min.

Os resultados obtidos mostram que a redug¢ao de DQO n&o ultrapassou
os 60%, resultado este menor do que o obtido para a mesma relagédo de
AMX/H20, porem sem a presencga da radiagao solar (75%).

A turbuléncia no reator por agitagcado visando o melhor aproveitamento
dos fotons aliado ao aumento de temperatura do sistema pode ser pelo menor
rendimento da oxidagao promovida por radiagao solar frente a sem radiacéo. A
decomposicédo do H,O, em O, e H,O ocorre nestas condigdes. Neste caso, sdo
necessarios estudos para que se encontre a condicdo 6tima de oxidacdo do
poluente a um menor custo.

A figura 4.29 apresenta um acompanhamento na redugdo de DQO

durante os 60 min de ensaio em intervalos de 10 min.

14
0 fKN\o‘./
0,8 -
0,7 -
0,6
0,5
0,4
0,3 A
0,2 ~
0,1
0

DQO normalizada

0 10 20 30 40 50 60 min

I B e N —x—V

Figura 4.29: Redug&o da DQO durante 60 min de ensaio.
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As condigbes de reagao para o ensaio (I) foram semelhantes as do
ensaio (V), com excecao da presenca do Fe. O baixo rendimento para o ensaio
(I) confirma novamente a necessidade do catalisador para que se obtenha um
melhor resultado no processo de oxidagdo da matriz organica.

A figura 4.30 mostra um estudo cinético para o processo de degradagao

utilizando foto-Fenton.

0,014 -
0,012
0,01 +
0,008 -

Kobs

0,006 -
0,004 -

0,002 -

0 ‘ T T T T T T T T 1
0 0,0005 0,001 0,0015 0,002 0,0025 0,003 0,0035 0,004 0,0045
H202 mL

Figura 4.30: Estudo cinético da degradacéo de AMX por processo foto-Fenton.

O aumento da concentragdo de H;O, ndo levou a um aumento na
velocidade da degradagao. A decomposigao térmica do peréxido de hidrogénio
pode ser a causa desta estabilidade.

A figura 4.31 apresenta o aspecto visual da degradacdo de AMX
utilizando o processo foto-Fenton promovido por radiagao solar para o ensaio

com a maior reducéo de DQO.

(a) (b)
Figura 4.31: Aspecto visual da degradacao de AMX por foto-Fenton em (a) t =5

min e (b) t = 60 min.

A turvagao da solugéo (Figura 4.32a) foi observada durante os primeiros

20 min de reacgao. Este fator pode estar ligado a uma redugéo da concentracao
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do radical *OH, pois limita a interagdo dos fétons com os reagentes

responsaveis pela formagao destes radicais.

4.12 Avaliacdo da toxicidade dos produtos formados pela degradacédo de

AMX e AMP utilizando reagente de Fenton.

A avaliagdo da toxicidade dos residuos de degradagdo de AMX e AMP por
reagente de Fenton é necessaria, considerando-se que, pelos resultados
obtidos com relagédo a redugdo da DQO, somente este processo de oxidagao
nao leva a uma mineralizacdo total dos antibiéticos estudados. O uso de
tratamentos combinados como quimico/biolégico podem ser adotados nestes
casos. Assim sendo, para que se possam utilizar sistemas de tratamento de
efluentes por lodo ativado ou reatores bioldgicos, ha a necessidade de avaliar-
se o impacto dos produtos formados na oxidacao dos poluentes em sistemas
bioldgicos. A avaliagcdo da toxicidade utilizando biomonitores tem sido adotada
como um parametro para avaliagdo da qualidade de aguas e efluentes. Essa
ferramenta avalia a resposta de organismos vivos as mudangas ocorridas
geralmente causadas por acdes antropogénicas °®7%"9120 Testes como os
utilizados neste trabalho sdo rapidos, simples e de baixo custo e ainda

permitem a avaliagao de potenciais riscos a biota aquatica.

4.12.1 Bioensaio utilizando o organismo teste Artemia salina (nauplii):
avaliacdo da toxicidade aguda pela letalidade

A avaliagdo da toxicidade aguda dos produtos formados a partir da
degradacdo de AMX e AMP por reagente de Fenton se deu pela sensibilidade
do nauplii (recém eclodido) de Artemia salina, crustaceo marinho, durante um
periodo que variou de 24 h a 72 h. O bioensaio com o crustaceo, que permite
determinar a DLsy (dose letal para 50% dos organismos), foi realizado em
solugdo com diferentes concentragdes dos produtos de degradacao dos
antibioticos AMX por processo Fenton (AMX/F) e AMP por processo Fenton

(AMP/F) como descrito no item 3.6.1 desta tese. A percentagem de individuos
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mortos para ambos os antibiéticos em diferentes condicées de pH encontra-se
na tabela 4.13.

Tabela 4.13: Letalidade de residuo de degradacdo de AMX por reagente de

Fenton para Artemia salina (t=24 h).

Ensaio % de morte
a) solucgéo salina (CN) 0
b) AMX 0,0028 mol/L (pH= 4,6) 0
c) AMX/ Fenton — residuo, (pH=2,3) 100
d) AMX/Fenton — residuo filtrado em 0,45 ym (pH=2,3) 100
e) AMX/Fenton — residuo (pH=7) 100
f) AMX/Fenton — residuo filtrado em 0,45 um (pH=7,0) 100

CN: controle negativo

Os dados apresentados na tabela 4.13 mostram a letalidade dos
produtos de degradacao da AMX. Pode-se observar que tanto em pH
fortemente acido (2,3) como em pH neutro, este fato se repete, o que leva a
necessidade de ensaios que permitam avaliar a concentragdo na qual a
letalidade seja para 50% dos individuos (DLsy).

O mesmo estudo foi realizado para os produtos de degradagao de

AMP/F. Os dados encontram-se na tabela 4.14.

Tabela 4.14: Letalidade de residuo de degradacédo de AMP por reagente de

Fenton para Artemia salina (t=24h).

Ensaio % de morte
a) solucgéo salina (CN) 0
b) AMP 0,0032 mol/L (pH= 4,8) 0
c) AMP/Fenton — residuo, (pH =2,8) 100
d) AMP/Fenton — residuo filtrado em 0,45 ym (pH=2,8) 100
e) AMP/Fenton — residuo (pH=7) 50
f) AMP/Fenton — residuo filtrado em 0,45 um (pH=7,0) 30,5

CN: controle negativo
Neste caso, observa-se uma menor letalidade aguda para os residuos

em pH neutro frente ao apresentado pela AMX.
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A tabela 4.15 apresenta os resultados obtidos (percentual de individuos
mortos) para os ensaios realizados com solu¢des de produtos de degradacéao
de AMX/F apéds neutralizagdo e diluidos com solugdo salina 3,5%, por um
periodo de 72 h.

Tabela 4.15: Percentual de mortes de Artemia salina de acordo com a

concentragéo para produtos de degradagao de AMX/F.

% mortes
Concentracao 24 h 48 h 72 h
%(v/v)

90 100 100 100
80 30 60 100
70 10 50 90
60 0 40 90
50 0 50 90
25 0 50 90
CN 0 0 0

Os resultados obtidos mostram que a solugdo com fator de diluigdo de
90%(v/v) provocou a morte de 100% dos individuos apds 24 h. As solugdes
com dilui¢des inferiores a 70% apresentaram um indice de letalidade de 50%
(DLso) apds 48 h de ensaio.

O acompanhamento quanto a letalidade para as diferentes
concentragdes dos produtos formados pela degradagdo de AMX/F encontra-se

na figura 4.32.
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Figura 4.32: Acompanhamento da letalidade para Artemia salina dos produtos

da degradagao de AMX/F.

Um estudo semelhante com Artemia salina foi realizado para residuos

de degradacao de AMP/F. A tabela 4.16 apresenta os resultados de percentual

de mortes de Artemia salina a cada 24 h, de acordo com o fator de diluicdo

testado para os residuos de degradacao de AMP/F apds neutralizagao.

Tabela 4.16: Percentual de mortes de Artemia salina de acordo com a

concentragéo para produtos de degradagao de AMP/F.

% mortes
Concentracao 24h 48h 72h
% (VIVv)
90 20 40 100
80 10 30 60
70 0 20 80
60 0 20 70
50 0 20 50
25 0 30 50
CN 0 10 30
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Os resultados mostram que as solugbes com fatores de diluicdo
menores que 50% apresentaram um indice de morte dos individuos menor ou
igual a 50% (DLso) ap6s 72 h de ensaio.

A figura 4.33 apresenta um acompanhamento dos resultados obtidos
para avaliacdo da dose letal de acordo com a concentracdo de produtos

formados pela degradagcao de AMP/F em um periodo de 72 h.

100 -

80

60 -

40 -

20 -

% individuos mortos

h

——0% —=—25% 50% 60% —x—70% —e—80% —+—90%

Figura 4.33: Acompanhamento da letalidade para Artemia salina dos produtos
da degradagao de AMP/F

Os produtos de oxidagao apresentam um comportamento diferenciado
quanto a toxicidade frente a Artemia salina. Os produtos gerados na
degradacdo de AMX/F apresentaram uma DLsy apés 48 h de ensaio para
solugdes com diluicdo menores do que 70% (v/v). Para os residuos de
degradacdo de AMP/F a DLsp foi obtida para as solugées com diluicgdo menor
do que 50% (v/v), porém apds 72 h de ensaio. Conclui-se assim que os
produtos de degradacdo da AMP apresentam menor toxicidade aguda para o
organismo estudado do que os da AMX.

Considerando-se que o fator de diluicdo entre o tanque de desativacao e
o de equalizagao na industria farmacéutica estudada atinge 83,4% (v/v), pode-
se concluir que € maior do que o fator de diluicdo obtido para a definicdo do

DLso dos produtos de degradacéo dos antibiéticos.
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4.12.2 Bioensaio utilizando o organismo teste Allium cepa

Uma outra avaliagdo da toxicidade dos produtos gerados pela oxidagao
de AMX e AMP utilizando reagente de Fenton foi realizada utilizando-se o
sistema teste Allium cepa. Esse teste tem sido aplicado para avaliagdo de
aguas superficiais e efluentes pela avaliagado de aspectos macroscopicos como
a inibicao do crescimento da raiz e turgescéncia e citolégicos como aberragdes

na metafase e anafase ou ainda inibicao da divisao celular.

4.12.2.1 Avaliacdo da toxicidade pela inibicdo do crescimento das raizes

Para a realizagcao dos ensaios, foram preparadas solugdes dos produtos
de degradagcdo de AMX/F e AMP/F, com pH ajustado para 7,0 e filtradas,
variando as dilui¢gdes de 100% a 0,25% (v/v) em agua destilada. A avaliagédo do
crescimento radicular foi realizada em um periodo de 120 h e as medidas do
comprimento das raizes tomadas a cada 24 h.

A figura 4.34 apresenta a variagao do comprimento médio das raizes em
funcdo da diluicdo dos residuos de degradagdo de AMX para 120 h de ensaio.
Observa-se que solugbes com diluicbes acima de 10% nao permitiram o
crescimento das raizes, nestas concentracdes ocorreu necrose dos bulbos, o

que impediu o crescimento das mesmas.
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CN: controle negativo
Figura 4.34: Crescimento radicular médio em fungéo da diluicdo dos residuos
da degradagao de AMX/F (t=120h).
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A média de crescimento das raizes para a solugao com fator de diluicao
de 5% foi 89,5% menor do que o CN enquanto que para as solugdes 1,0%,
0,50% e 0,25% foram de 27%, 31% e 22 % respectivamente. As solugcbes com
diluicdo acima de 10% inibiram totalmente o crescimento das raizes, a
turgescéncia (mudanca de cor e deformacédo nas raizes) foi observada para
solugdes acima de 5%.

A figura 4.35 apresenta uma relagdo entre o crescimento das raizes e o

CN para as solugdes que apresentaram maior crescimento.
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Figura 4.35: Crescimento radicular com relagédo do controle negativo (=120 h).

Os resultados mostram claramente uma relagao entre a concentracao
dos produtos de degradacao e o crescimento da raiz. A solugdo diluida a 2,5%
teve seu crescimento 66,78% menor do que o CN. O maior crescimento com
relagdo ao CN foi obtido para a solugao diluida a 0,25%, sendo este 21,92%
menor que CN.

As diluicbes acima de 0,5% apresentaram redugcdo de crescimento de
raiz maior do que para a solugado de AMX.

Os resultados obtidos para o tamanho médio das raizes e tamanho da
maior raiz nas solugdes dos produtos da degradagdo de AMX apés 120 h de

ensaio, encontram-se na tabela 4.17.
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Tabela 4.17: Valores médios de comprimentos da raiz (cm) em solu¢des dos

produtos de degradagao de AMX por reagente de Fenton.

Diluicdo % maior raiz | média ]Jdesvpad Jintervalo n
2,5 2,5 0,788 0,61 0,1-2,5 45

1,0 3,6 1,498 1,00 0,3-3,6 50

0,5 3,2 1,429 0,85 0,4-3,2 46
0,25 3,7 1,596 1,00 0,4-3,7 61
AMX 3,3 1,511 0,94 0,3-3,3 76
CN 5 2,044 1,38 0,3-5,0 67

Com relagao a maior raiz, observa-se que para a solugao diluida a 2,5%,
a mesma atingiu 50% do CN. Para a solugéo diluida a 0,25%, o comprimento
da maior raiz atingiu 74% do CN.

A figura 4.36 apresenta o acompanhamento do crescimento das raizes

durante as 120 h de ensaio em intervalos de 24 h.

2,5~
2 -
1,5 1
£
o
1 -
0,5 -
0
0 24 48 72 96 120
h
——2,5% —8—1,0% 0,5% 0,25% —x—AMX —e—CN

Figura 4.36: Curva de crescimento em diferentes diluicbes para as 120 h de

ensaio.

A curva para o CN apresentou uma boa linearidade (y = 0,0222x -
0,6158) com r= 0,9821.

A figura 4.37 apresenta o efeito macroscépico dos produtos de
degradacdo da AMX/F no crescimento da raiz nas solugbes com diluicdo
abaixo de 2,5%.
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Figura 4.37: Aspecto visual (efeito macroscopico) (a) CN, (b) 2,5%, (c) 1,0%,
(d) 0,5% e (e) 0,25%

Os resultados para o bioensaio com residuos de degradacdo de AMP/F
encontram-se apresentados a seguir.

A figura 4.38 apresenta a variagado do tamanho das raizes em fungéo da
diluicdo dos residuos de degradacédo apds 120 h de ensaio para as solugdes
que permitiram o desenvolvimento de raizes. As solugbes acima de 50% de
residuo de degradagao promoveram a necrose dos bulbos de Allium cepa, e
deformacgéo nas raizes. A turgescéncia foi observada para solugdes acima de
10%.

2,5
5t 250% 1P 0.50% 0.2
o 10%

11 56%

ensaio

Figura 4.38: Crescimento da raiz apos 120 h nas diferentes solugdes.

As solugdes com diluicbes menores do que 10% apresentaram
crescimento maior que para a solugao de AMP.
A figura 4.39 apresenta o percentual de crescimento das raizes com

relagcdo ao CN.
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Figura 4.39: Percentual de crescimento radicular com relagdo ao CN.

A figura 4.40, Diagrama de Pareto, apresenta os resultados do
crescimento radicular para solugdes AMP/F de acordo com a freqléncia
destacando que dilui¢des acima de 10% e AMP possuem diferenca significativa

de acordo com o teste t-student (p>0,01)
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Figura 4.40: Diagrama de Pareto para os ensaios com diferentes diluicbes dos

produtos de degradagao de AMP/F.
Todas as solugdes com diluicbes menores do que 10% apresentaram

crescimento acima de 50% do CN. Para AMP, as raizes atingiram 37,63% do
CN.
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A inibicdo do crescimento das raizes em solugdes acima de 50%

apresentou-se maior do que para a solugao de AMP.

A figura 4.41 apresenta o acompanhamento do desenvolvimento das

raizes no periodo de 120 h para as solugdes com diluicdo menores do que

50%.
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120
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Figura 4.41: Curva de crescimento nas diferentes concentragdes para as 120 h

de ensaio.

A curva para o CN apresentou uma boa linearidade (y = 0,0246x -
0,6657) com r= 0,9855.

Os

resultados obtidos para

toxicidade dos produtos da

degradacao de AMP apds 120 h de ensaio com relagdo ao crescimento das

raizes encontram-se na tabela 4.18.

Tabela 4.18: Valores médios de comprimentos da raiz (cm) em solug¢des dos

produtos de degradagao de AMP por reagente de Fenton.

Diluicdo % | maior raiz| média | desvpad intervalo n
2,5 3,7 1,955 1,15 0,4-3,7 88

1 3,1 1,957 1,16 0,2-3,1 89

0,5 4,1 1,996 1,11 0,341 82
0,25 4,5 1,911 1,11 0,3-4,5 87
AMP 3 0,978 0,73 0,3-3,0 61
CN 4,9 2,420 1,36 1,2-4,9 99
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Quanto ao comprimento da maior raiz, as solugdes abaixo de 2,5%
mostraram um crescimento maior que para AMP. O mesmo comportamento foi
observado com relacdo ao numero total de raizes

A figura 4.42 apresenta o efeito macroscépico dos produtos de

degradacado da AMP no crescimento da raiz nas solugdes diluidas.

Figura 4.42: Aspecto visual (efeito macroscopico) (a) CN, (b) 2,5%, (c) 1,0%,
(d) 0,5% e (e) 0,25%

4.12.2.2 Analise das altera¢fes do ciclo celular mitético

A analise de possiveis alteragdes do ciclo celular mitdtico permite a
observacdo de efeitos das substancias sobre os organismos teste. Testes
como estes sdo indicadores de eventuais mutagdes no conteudo genético
celular.

A Tabela 4.19 apresenta os resultados da andlise citogenética
observados apds a exposi¢ao das ceélulas meristematicas a solugdo de AMX e
o respectivo controle negativo. Para as solugdes de AMX/F neutralizadas n&o
foi possivel a realizagdo da analise microscopica das células devido ao estado

de intensa degradagao dos bulbos.
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Tabela 4.19. Resultados da analise citogenética observados em células
meristematicas de Allium cepa.

Células
Analisadas A+M f(A+M) an fBN
CN 1194 209 0 0,002
AMX/Fenton
NA NA NA NA
100%
AMX/Fenton
NA NA NA NA
50%
AMX 1203 210 0,15 0,004

Legenda: A+M = Numero de anafase e metafases analisadas; f(A+M) an =
Frequéncia de anafases e metafases anormais; fBN = Frequéncia de células
binucleadas. NA = N&o avaliado.

A necrose das raizes de A. cepa para as solugdes com concentragdes
de 100% e 50% dos produtos de degradagdo de AMX/F pode ser observada na
figura 4.43.

Figura 4.43. Estagio de degradacao do sistema radicular dos bulbos de Allium
cepa expostos aos residuos neutralizados de AMX tratada pelo processo
Fenton.

A Figura 4.44 apresenta fotomicrografias de células normais e de
alteracdes possiveis de serem observadas durante as diferentes fases do ciclo
celular como resultantes das agdes clastogénica e/ou aneugénica dos produtos
de degradagao por processo Fenton.

No CN nao foi observado a presenga de micronucleos e de nenhuma
metafase e anafase com alteragdes na migragao cromossdmica, entretanto a

frequéncia de binucleagdes celulares foi de 0,002. As células meristematicas
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expostas a solugdo AMX apresentaram uma frequéncia metafases/anafases
anormais igual a 0,15 e de células binucleadas igual a 0,004. Nao foram
observados micronucleos em nenhuma das células expostas a solugdo AMX.
Ha uma evidente agcdo microtubulo despolimerizante da solugcdo AMX
100%, pois foi encontrado aumento significativo (p = 0,03) na frequéncia de
metafases e/ou anafases anormais quando comparada com o CN. A agédo
microtubulo despolimerizante da solugdo avaliada permite caracteriza-la como
substancia aneugénica e/ou clastogénica. Estas agbes promovem um efeito
severo na célula impedindo a segregacédo simétrica do material genético

durante a divisao celular.

Figura 4.44. Fotomicrografias das células meristematicas de Allium cepa. (A)
Nucleo interfasico; (B) e (C) Nucleos na profase; (D) Nucleo metafasico com
fragmento cromossdmico; (E) Anafase precoce normal: (F) Anafase com
pontes cromossOmicas, (G) e (H) Anafase e Metafase normais,
respectivamente; (1) Distribuicdo metafasica anormal; (J) Célula Binucleada e
(L) Células interfasicas normais.
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Os produtos, em altas concentracbes (AMX/FNT 100% e AMX/FNT
50%), resultantes da degradagdo da AMX pelo processo Fenton, apresentam
uma toxicidade capaz de desencadear processos de morte celular em bulbos
de Allium cepa. Mas é importante lembrar que ndo podemos admitir tais
eventos, avaliando somente um unico teste. Por outro lado, a liberacdo de
antibiéticos no meio ambiente, ndo somente podera induzir a selecdo de
linhagens de microorganismos resistentes, como podera aumentar o nivel de
genotoxidade nos animais que habitam ecossistemas aquaticos, visto que a
frequéncia de micronucleos observada nas células meristematicas expostas a
solucdo AMX foi diferente da frequéncia de micronucleos nas células do CN.

Uma vez que o organismo teste utilizado nesse estudo parece ter boa
correlacdo com testes realizados em mamiferos, € preocupante a eventual
possibilidade destes produtos de degradacdo, presentes nos ambientes
aquaticos apresentarem potencialidade para causar problemas a saude
humana, uma vez que as alteracbes registradas neste estudo sdo também
apontas como alteragdes relacionadas a carcinogénese.

Uma complementagcdo deste estudo se faz necessaria para a
identificacdo da atividade genotdoxica de solugbes diluidas. O efeito das
diluicbes a 5%, 2,5% e 1% dos produtos de degradagcdo de AMX na divisao
celular e comportamento cromossdmico de Allium cepa encontram-se na tabela
4.20.

Todas as concentragdes estudadas apresentaram disturbios na mitose.
A solugao diluida a 5% apresentou um IM equivalente ao do CP, sendo que
para as demais os resultados foram menores mas ainda superiores ao CN.
Quanto a presenca de AC, pode-se observar que nas solugdes a 1,0%
apresenta-se igual ao CP sendo maior para as solugdes a 2,5% e 5,0%. Este
quadro indica possivel efeito citotdxico e genotoéxico para as solugdes

estudadas.
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Tabela 4.20: Efeito citolégico dos produtos de degradagdo de AMX por

reagente de Fenton

MN AC Total AC Células
diluicdo IM ]
N (%) |p n%) |p n) |p analisadas
4 6 10
5.0% 8.2+0.94 0.1832 0.1465 0.1465 2000
(0.20) (0.30) (0.50)
3 5 8
2.5% 6.2+£1.21 0.4678 0.1832 0.0650 2000
(0.15) (0.25) (0.40)
3 4 7
1.0% 6.2+£0,72 0.4678 0.1832 0.0336 2000
(0.15) (0.20) (0.35)
1 1 2
CN 5.4+0,78 - - - 2000
(0.05) (0.05) (0.10)
5 4 9
CP 8.3+1.65 0.1832 0.1832 0.1465 2000
(0.25) (0.20) (0.45)

Testes t de Student e Kruskal —Wallis, IM: indice mitético, MN: micronucleos,
AC: anomalias cromossémicas, p< 0,05. CN: controle negativo, CP: controle

positivo.

A avaliacdo do efeito de solugdes diluidas a 5%, 2,5% e 1% dos
produtos de degradacdo de AMP na divisdo celular e comportamento
cromossdémico de Allium cepa encontram-se na tabela 4.21.

Os resultados mostram um IM para todas as solugdes de residuos de
degradagdode AMP/F estudadas comparaveis ao encontrado para o CP. Com
relacdo as AC, estas apresentam-se superiores ao CN com excecao para a
solugao a 5%. Observa-se também anomalias em todas as solu¢des estudadas

indicando potencial para efeitos citotoxicos e mutagénicos.
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Tabela 4.21: Efeito citoloégico dos produtos de degradagdo de AMP por

reagente de Fenton

Dilucdo | IM .
N() |p n{,) |p n,) |p analisadas
2 0 2

5.0% 7.411.02 1.0000 0.3910 0.6376 | 2000
(0.10) (0.00) (0.10)
2 4 6

2.5% 6.1£1.16 1.0000 0.0576 0.2151 | 2000
(0.10) (0.20) (0.30)
2 4 6

1.0% 7.6+0.84 1.0000 0.2151 0.3910 | 2000
(0.10) (0.20) (0.30)
2 1 3

CN 5.4+1.19 - - - 2000
(0.10) (0.05) (0.15)
5 5 10

CP 8.912.42 0.3910 0.3910 0.0060 | 2000
(0.25) (0.20) (0.50)

Testes t de Student e Kruskal —Wallis, IM: indice mitético, MN: micronucleos,
AC: anomalias cromossbémicas, p< 0,05. CN: controle negativo, CP: controle

positivo.

As figuras 4.45 a 4.53 apresentam imagens microscépicas das células
de Allium cepa para as solugdes diluidas dos residuos de degradagao de AMX
e AMP por reagente de Fenton e as anomalias encontradas.

As diversas fases da divisdo celular para células normais podem ser
observadas nas figuras 4.45 e 4.46, obtidas de laminas preparadas a partir do

CN (agua de abastecimento).
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Figura 4.46: Profase, metafase e tel6fase normais

A figura 4.47 mostra, em destaque, a presenga de micronucleos nas
raizes tratadas com produtos de degradagao de AMX por reagente de Fenton
(AMX/F) a 5% de diluigéo.

121



AME 5.0, AMK G0N,

Figura 4.47: Presenca de micronucleos em AMX/F 5,0%

A formagao de micronucleos é uma das aberragbes cromossémicas que
podem ser observadas quando da presenca de substancias citotdxicas e
genotdxicas em solugao.

Na figura 4.48, 4.49 e 4.50 observa-se quebras cromossdémicas e na

figura 4.51 ponte cromossémica.

Figura 4.48: Quebras cromossémicas, AMX/F 5,0%
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Figura 4.50: Quebra cromossdmica, AMX/F 1%

Figura 4.51: Ponte cromossdmica, AMX/F 1%
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A figura 4.52 apresenta a ocorréncia de aberragbes cromossOmicas em
raizes tratadas com produtos de degradacdo de AMP por reagente de Fenton
(AMP/F)

o ] / '
F

Figura 4.52: Perda cromossémica AMP/F 2,5%.

As agdes observadas promovem um efeito severo na célula impedindo a
segregacao simétrica do material genético durante a divisdo celular. Os
produtos, em altas concentracbes (AMX/F 100% e AMX/F 50%), resultantes da
degradacao da AMX pelo processo Fenton, apresentam uma toxicidade capaz
de desencadear processos de morte celular em bulbos de Allium cepa. Mas é
importante lembrar que n&do podemos admitir tais eventos, avaliando somente
um unico teste. Por outro lado, a liberacdo de antibiéticos no meio ambiente,
nao somente podera induzir a selecdo de linhagens de microorganismos
resistentes, como podera aumentar o nivel de genotoxidade nos animais que
habitam ecossistemas aquaticos, visto que a frequéncia de micronucleos
observada nas células meristematicas expostas a solugdo AMX 100% foi
diferente da frequéncia de micronucleos nas células do Grupo Controle (p =
0,04).

Uma vez que o organismo teste utilizado nesse estudo parece ter boa
correlacdo com testes realizados em mamiferos, € preocupante a eventual
possibilidade desses produtos de degradagdo, presentes nos ambientes

aquaticos, apresentarem potencialidade para causar problemas a saude
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humana, uma vez que as alteragdes registradas neste estudo sdo também

apontadas como alteragdes relacionadas a carcinogénese.

4.13 Ensaio de Biodegradabilidade

A avaliagédo da biodegradabilidade de um afluente para uma estagao de
tratamento de efluentes que usa um sistema biolégico (por exemplo lodo
ativado) é fundamental para que se mantenha a eficiéncia desse sistema. A
biodegradabilidade de substéncias organicas pode ser medida pela razao
DBOs/DQO que permite avaliar o potencial de mineralizacdo pelos
microorganismos. A tabela 4.22 apresenta um estudo da DBOs, da DQO e
biodegradabilidade para os efluentes gerados tanto pelo processo convencional
(hidrélise basica) como pela degradacao por processo Fenton de efluentes
gerados pela produgdo industrial de AMX e AMP (efluente bruto) apds

neutralizacao.

Tabela 4.22: Avaliagdo de DBOs, DQO e parametros de biodegradabilidade

para efluente industrial, efluente hidrolisado e efluente degradado por reagente

de Fenton.

ParAmetro Efluente Efluente Efluente degradado por
bruto hidrolisado |reagente de Fenton (n=2)

DQO (mg/L O, 4.180 3.340 1.579,5

reducéo da DQO 20,1% 62,21%

DBOs (mg/L Oy) 2.120 1.240 450

reducéo da DBOs 41,50% 78,77%

DBOs/DQO 0,507 1,972 0,410

DQO/DBOs 1,972 2,696 2,437
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Os valores obtidos mostram uma redugao na DBOs de 41,5% para o
efluente hidrolisado e de 67,6% para o efluente tratado com reagente de
Fenton. Quanto a DQO, obteve-se uma reducido de 20,1% para o efluente
hidrolisado e de 57,1% para o tratado com reagente de Fenton.

A razao DBOs/DQO = 0,5 indica degradagdo biologica rapida ¥, para
valores menores que 0,5, é possivel que substancias quimicas recalcitrantes
estejam presentes. Desta forma, os resultados apresentados na tabela 4.22
mostram que tanto o efluente hidrolisado como o degradado a razdo € menor
do que 0,5, ndo indicando eficiéncia no uso de tratamento biolégico para os
mesmos.

Apods a degradacao por processo Fenton do efluente bruto, o mesmo foi
neutralizado, o que levou a formagao de um produto insoluvel. Este foi entao
separado por filtracdo, seco a vacuo e analisado quanto a presenca de
compostos organicos por IR. A figura 4.53 apresenta os espectros de IR
obtidos tanto para o residuo gerado a partir do tratamento de efluente bruto
industrial como também por solugdes sintéticas de AMX e AMP que passaram

pelo mesmo tratamento.
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Figura 4.53: Espectro de IR do residuo sélido formado na neutralizagdo da solugdo de degradacdo de AMX/Fenton(verde),

AMP/Fenton(vermelho) e efluente bruto da industrial/Fenton(azul).
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Os espectros de IR ndo apresentam o pico caracteristico das penicilinas,
Vcon em 1775 cm™, porém ha a indicacdo da presenca de anel aromatico,
grupos carboxila, estiramento N-H e C=0 da amida na regido de 2.600 cm™ a
3.500 cm™. Outro destaque é para a banda larga em torno de 1650 cm™, que
pode ser devido ao estiramento vco de amida secundaria, que se apresenta em
torno 1.680 cm™ e também de C=C aromatico em 1.630 cm™.

Os resultados apresentados para os espectros no IR demonstram a
presenca de compostos carbbénicos nos residuos solidos provenientes da
neutralizagcdo dos produtos de degradagao por reagente de Fenton. Dessa

forma confirma-se que a mineralizagao dos poluentes nao ocorre totalmente.

4.14 Custos operacionais da degradacéao utilizando reagente de Fenton

O custo operacional € um importante ponto a ser discutido quando se
avalia a implantacdo de uma nova metodologia para a degradacao de
poluentes.

O custo de implantacdo de um tratamento deve considerar os
procedimentos de Engenharia Econémica (depreciagdo, custos envolvidos,
equipamentos, obras, consumo de energia elétrica, reagentes e mao de obra).
Um exemplo é a utilizacdo do reagente de Fenton no tratamento de lixiviado de
aterro sanitario. Nesse caso, foi estimado que para um sistema com
capacidade de tratamento de 10.000 L/dia, em sistema de batelada, o
investimento deve ser de aproximadamente R$ 60.000,00. Para a operagéo, o
investimento necessario é de R$ 3.300,00 como custo fixo e R$ 0,023/litro de
lixiviado 2",

O custo estimado baseando-se em reagentes PA, consumidos na
hidrolise basica, tratamento adotado atualmente pelas industrias produtores de
antibioticos penicilanicos, € o seguinte:

3 m® de efluente consomem 2.350 g de NaOH e 2,6 L de HCI PA.
1 L de efluente consome 0,783 g de NaOH e 0,86 mL de HCI PA.
NaOH = R$ 18,00 /kg R$ 0,014/L de efluente
HCIl = R$ 20,00 /L R$ 0,017/L de efluente
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levando a um total de R$ 0,031/L de efluente sem considerar o custo fixo.

Para o tratamento do mesmo efluente utilizando-se as concentragdes de
Fe/H,0O, estabelecidas para o reagente Fenton neste trabalho, tem-se o custo
para os reagentes (PA) na oxidacao de:

1 L de efluente consome:

336 mg de Fe (1,668 g de FeS0O,4.7H,0)

15 mL de H>0, 30%

FeS0,.7H,0O = R$ 11,00/kg R$0,018 / L de efluente
H.0, 30% = R$ 180,00/L R$ 2,70 /L de efluente

o que leva a um total de R$ 2,72/L de efluente isto é, um custo 272
vezes maior que o processo atualmente adotado em termos de reagentes.

Pignatello et al. (2006)'® levantam alguns fatores importantes que
devem ser observados quando se seleciona uma tecnologia para aplicagdo ao
tratamento de efluentes: amortizagdo do investimento, custo de instalacao,
custo operacional, qualidade do efluente, manutencdo, seguranga, robustez
entre outras. Com relacdo aos POA, aborda que os custos ndo sao
frequentemente levantados, que muitas vezes n&o se utiliza nos ensaios
efluentes in natura, que quando consideram o custo da energia elétrica
desconsideram o custo dos reagentes, alguns estudos ignoram operagdes tais
como filtragdo e/ou neutralizagdo, que o0 uso de energia solar minimizaria o
custo com energia elétrica e que a projegao é para um unico tipo de poluente.

Avaliando-se o custo operacional envolvendo apenas os reagentes
quimicos, a nivel de PA, consumidos observa-se que 0 mesmo é 272 vezes
maior do que o tratamento por hidrélise basica.

Apesar do custo mais elevado para o tratamento proposto, um ponto
importante que ndo é abordado por Pignatello et al. (2006)'® & o custo
ambiental com a reducdo da presenca de compostos farmacéuticos ativos

como antibioticos no ambiente aquatico.

4.15 Quantidade de ferro utilizada comparada com a legislacao em vigor

A utilizacdo de sais de ferro para a decomposicao catalitica do perdxido

de hidrogénio apresenta-se como uma solugdo de custo menos elevado em
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relagao aos outros POA pois utiliza um catalisador de baixo custo, o sulfato de
ferro Il, que é residuo de indUstria de producéo de ago '?".

O custo ambiental deve ser levado em consideracdo quando se trata
efluentes, logo, a concentracédo de Fe?* presente no efluente pos-tratamento
deve respeitar a legislagdo vigente, CONAMA 357/05"°.

A legislagcao estabelece que o padrdao de langamento direta ou
indiretamente nos corpos de agua (CONAMA 357/2005, cap. IV, art. 34, §5°)
deve ser de 15 mg/L de Fe. O processo proposto para o tratamento do efluente
utiizando reagente de Fenton nesta tese consome 336 mg/L de Fe.
Considerando-se que na ETE da industria que forneceu as amostras de
efluente bruto apés a degradacgéo, os produtos formados sdo descartados no
tanque de equalizagdo para em seguida passarem pelo tratamento bioldgico
(tratamento combinado POA/biolégico), tem-se, portanto, uma concentragcéo
final de Fe atingindo 7,0 mg/L, menor do que o limite estabelecido pela
legislagao vigente.

A figura 4.54 apresenta o fluxo dos efluentes da linha de producé&o dos
antibidticos penicilanicos na industria amostrada bem como o volume dos
tanques. Pode-se observar a diluicdo que ocorrera nos tanques de tratamento

antes de ser descartado na rede publica de esgoto.

Tanque de desativacéo: 336 mg Fe/L
(3m?
1 Diluicéo: 6x

Tanque de equalizacdo: 56 mg Fe/L
(18 m?)

Diluicéo: 8x

Tanque de aeracédo: 7 mg Fe/L
(154 m®)

Figura 4.54: Fluxo do efluente penicilanico em uma industria de Goias

130



Neste capitulo foram apresentados os resultados obtidos a partir das
metodologias adotadas para avaliagdo da oxidagdo dos antibidticos beta-
lactdmicos amoxicilina e ampicilina, a toxicidade dos produtos gerados pelo
processo de oxidagao definido como ideal (reagente de Fenton), o custo em
termos de consumo de reagentes comparado ao sistema de tratamento de
efluentes adotado pelas industrias produtoras desses antibidticos e finalmente
a avaliacéo da presencga de Fe no produto final frente aos parametros legais.

No proximo capitulo encontram-se as conclusdes deste trabalho e

perspectivas de trabalhos futuros.
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CAPITULO 5
CONCLUSOES E PERSPECTIVAS
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5.1 Concluséao

Os compostos farmacéuticos ativos possuem moléculas complexas e
com atividade bioldgica especifica. A presenca de AMX e AMP no meio
ambiente pode gerar impactos de grandes proporg¢des. O estudo da oxidagao
buscando formas de mineraliza-las coloca-se como uma necessidade frente as
pesquisas ambientais.

Dada a importancia para a saude publica do uso dos antibibticos
amoxicilina e ampicilina, sua taxa de excre¢cdao e também de seu aporte
ambiental, torna-se indiscutivel a necessidade de estudos que permitam a
avaliagcdo da degradacao dos mesmos.

Os resultados obtidos para os diferentes POA testados nesta tese
mostraram que o processo Fenton/UV levou aos melhores rendimentos com
uma reducao de 99,62% do analito AMX e 97,42 % de AMP apd6s 60 min de
reacao. Para o POA reagente de Fenton no mesmo tempo, obteve-se 97,13%
de reducédo de AMX e 95,42% para AMP, em se considerando que:

- a reducéao dos analitos foi 2% menor do que para o POA Fenton/UV;

- que com reagente de Fenton ndo ha a necessidade do uso de radiagao UV;

- que este processo € simples e de baixo custo e

- que essas caracteristicas sdo importantes para viabilizar a sua aplicagao no
tratamento de efluentes industriais da produgao de AMX e AMP,

esse foi o processo escolhido para os estudos de reducédo de DQO.

A utilizagdo do pardmetro DQO na avaliagdo da mineralizagdo dos
antibiéticos AMX e AMP por processo Fenton mostrou uma reducgao de 75,62
% para ensaios com AMX e 81,92 % com AMP.

A diferenga de rendimento da oxidagao entre os resultados obtidos a
partir da redugao da concentragdo dos analitos e da DQO pode ser justificada
pela presenga de compostos carbénicos, demonstrado por meio de analises de
IR, nos sélidos formados a partir da neutralizagao dos residuos de degradagao
por reagente de Fenton tanto de AMX quanto de AMP. Esse fato demonstra
que a mineralizagdo n&o ocorreu completamente (100%), e que compostos

carbbnicos foram gerados no processo de degradagéo.
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A mineralizacido parcial dos poluentes estudados por meio do processo
Fenton indica a necessidade de tratamento combinado processo
Fenton/biolégico (quimico/biolégico) para que se obtenha um melhor
rendimento. Sendo assim, analises de toxicidade realizadas com organismos

testes como Artemia salina e Allium cepa mostraram que:

- para os ensaios com o microcrustaceo Artemia salina, que a letalidade para
50% dos organismos (DLsg) para residuos de degradagdo de AMX por reagente
de Fenton ocorreu com solugao diluida a 70% em um tempo de 48 h e que
para AMP por reagente de Fenton o DLsg foi obtido para 50% de diluicao porém
apos 72 h de ensaio mostrando assim uma menor toxicidade para os produtos
de degradagao de AMP frente aos da AMX.

- para os ensaios com Allium cepa, as avaliagdes realizadas dos parametros
macroscopicos turgescéncia e crescimento radicular indicaram que os produtos

de degradacgao de:

* AMX/reagente de Fenton apresentaram efeitos significativos para solu¢des
com fatores de diluicdo maiores do que 10%, onde as mesmas provocaram
a necrose dos bulbos nao permitindo o crescimento radicular. Os melhores
resultados se mostraram para solu¢gdes com fatores de diluigdo menores do
que 1% onde ndo se obteve variagdo significativa com relagdo ao controle
negativo. A turgescéncia foi observada nas solugées com fatores de diluigéo
maiores do que 10%,
* AMP/reagente de Fenton apresentaram necrose dos bulbos em solugdes
com fator de diluicdo acima de 50%, a turgescéncia foi observada nas
solugdes para acima de 10%. Os melhores resultados foram observados
para solugdes com fator de diluigdo menores do que 5% pois 0s mesmos
nao mostraram diferencga significativa com relagdo ao controle negativo.

- para os parametros microscopicos anomalias cromossOmicas (indice mitético,

quebra cromossémicas, perda cromossdmica, pontes cromossémicas e

formagdo de micronucleos) nas diferentes diluigdes dos produtos de

degradagéao para:
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* AMX/reagente de Fenton os resultados obtidos mostraram que n&o variam
significativamente com relagdo ao CP para os paradmetros IM, MN e AC nas
solucdes diluidas abaixo de 5%, o que € preocupante em termos de
mutagenicidade,

* AMP/reagente de Fenton os resultados mostraram que o IM, MN e AC néo
variaram significativamente com relagdo ao CN, indicando assim uma menor
mutagenicidade do que para a AMX.

A aplicacdo do tratamento proposto, reagente de Fenton, para efluente
bruto industrial mostrou uma razdo DBOs/DQO média de 0,4392, o que nao
indica degradagdo biologica rapida, logo, os produtos formados pela
degradacgao sdo recalcitrantes e indica-se em casos como este tratamentos

combinados como quimico/bioldgico ou fisico/quimico/bioldgico.

5.2 Pespectivas

Mediantes as conclusdes apresentadas, vé-se que os estudos realizados
contribuem para o conhecimento do comportamento de compostos
farmacéuticos como os antibiéticos beta-lactamicos frente a oxidagdo por POA
e também, a toxicidade dos produtos formados e a capacidade de degradacéo
em sistemas biolégicos de tratamento de efluentes.

Ha a necessidade de aprimorar-se o conhecimento quanto as espécies
geradas durante a degradacdo e ampliar a avaliagdo da toxicidade dessas
substancias.

Nesse intuito, sugerem-se as seguintes propostas:

- avaliar as espécies quimicas formadas durante o processo de oxidagao;

- avaliar a toxicidade das espécies formadas utilizando organismos testes como
algas, fungos e peixes, ampliando a compreensdo do comportamento destas
substancias no meio ambiente;

- desenvolvimento de um reator de batelada;

- desenvolvimento de um reator foto-quimico;

- avaliar o desempenho de um reator foto-quimico utilizando radiagao solar;
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- avaliar os custos da implantacdo de um sistema de tratamento utilizando
reagente de Fenton;
- avaliar a toxicidade do efluente bruto da industria e dos produtos gerados na

oxidagao com diferentes organismos-teste.
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ANEXO 1
PROCESSOS OXIDATIVOS AVANCADQOS (POA)

A mineralizagdo de um poluente pode ocorrer por métodos fisicos,
quimicos ou biolégicos. Podemos citar que os mais utilizados atualmente séo a
incineracao e o tratamento bioldgico. O tratamento biolégico € provavelmente a
técnica mais utilizada devido ao seu baixo custo e a versatilidade na oxidagcao
de um grande numero de poluentes organicos. Neste tipo de tratamento,
microorganismos como bactérias e fungos promovem a conversdo da matéria
organica em constituintes inorganicos como o CO, e HyO. Alguns
inconvenientes deste processo sao: o processo operacional, sensibilidade a
variacbes de pH e temperatura, caracteristica do efluente (presenca de
substancias téxicas e/ou ndo biodegradaveis) etc'.

A utilizacado de oxidantes fortes para tratamento e desinfecgdo de agua é
antigo, Meritens em 1886, utilizou ozbénio (O3) como desinfetante de agua de
acordo com Teixeira e Jardim (2004)?, porém a utilizacdo da terminologia
“Tecnologia de Oxidagdo Avangada” s6 aconteceu a partir de 1973, durante o
Simpésio Internacional em Ozénio para Tratamento de Agua e Efluentes. A
publicacgo em 1998 pela United State Environment Protection Agency
(USEPA) do Handbook of Advanced Oxidation Process® veio consolidar a
importancia desses processos?.

Os processos oxidativos avangados tém sido uma alternativa de grande
interesse para o tratamento de matrizes contaminadas com compostos
organicos. Estes processos sao mais intensivamente utilizados para o
tratamento de efluentes em fase aquosa e gasosa e, mais recentemente, tém
sido aplicados para matrizes sélidas, como solos e sedimentos. Os processos
oxidativos geralmente envolvem geracdo de espécies altamente oxidantes e
nao seletivas, como o radical hidroxila (*OH), oxidante mais forte do que Os.
Este radical (*OH) pode ser gerado por processos fotoquimicos ou né&o-
fotoquimicos para oxidar contaminantes no ambiente, convertendo-os em
espécies indcuas. Os radicais hidroxila podem ser gerados por meio de
reacbes que envolvem oxidantes fortes. A tabela 1 apresenta valores de

potencial padrao de reducao para diversos oxidantes.
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Tabela 1: Potenciais padrao de reducao (E°eq NHE).

Espécie Potencial Redox (V)
Fuor 3,03
Radical hidroxila 2,80
Oxigénio atdbmico 2,42
Ozbnio 2,07
Peréxido de hidrogénio 1,78
Permanganato 1,68
Dioxido de cloro 1,57
Cloro 1,36
lodo 0,54

Fonte: TEIXEIRA e JARDIM, 20047,

A grande vantagem na utilizagdo dos POA esta no fato que a
mineralizagdo dos poluentes pode ocorrer, transformando os compostos
refratarios em biodegradaveis. Estes processos podem ser usados como pré
e/ou poés- tratamento biolégico e/ou fisico pois possuem uma cinética
relativamente elevada e com custo, em algum casos, reduzido.

Os POA dividem-se em dois grupos: os processos homogéneos e 0s
heterogéneos. Ambos geram radical hidroxila, *OH, com o sem irradiagao

ultravioleta. A tabela .2 apresenta estes processos *:

Tabela 2.: Processos oxidativos avangados

Homogéneos Heterogéneos
Com irradiagao Sem irradiacao Com irradiacao Sem irradiacao
uv O3 TiO/UV Eletro-Fenton
Os/UV O3/H20, TiO2/H,02/UV
O3/H,0,/UV H20, ZnO/UV
H,0,/UV Fe”*/ H,0, Zn/H,0,/UV
Fe”*/ H,0./UV Fe”/ H0, Nb,Os/UV
Fe®*/ H,0./UV Nb,Os/H,02/UV
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2. Processos Oxidativos Avancados Homogéneos
Quanto a questdo da degradacdo de um poluente orgénico, diversos
POA tem sido relatados na literatura. A seguir uma breve discussao tedrica

para os mesmos.

2.1 Radiagao UV: fotdlise direta, onde a radiacdo UV é a unica fonte capaz de

destruir o poluente.

RH —v produtos de degradacao (1)
2.2 Peroxidagao: onde o agente oxidante utilizado é o perdxido de hidrogénio
(H202).

H,O, +2H" + 260 &——* 2H,0 E°=1,78V (2)
2.3 Foto-peroxidagao: presenca do oxidante forte o perdxido de hidrogénio
(H202) na presenca de irradiagdo, promovendo a formagao do radical hidroxila
(*OH) 119,124

H,0, —Mv— » 2.0H E°=2,80 V (3)
2.4 Ozonizacgao: presencga do oxidante forte ozénio (03)2 .

O3 +2H" + 26 «——> O, + H,0 E°=2,07V (4)

2.5 Foto-ozonizagéo: presenga do oxidante forte ozénio (O3) e de irradiagao,

promovendo a formacao do radical hidroxila (+OH).

hv
30; + HHO —» 2+0H + 40, (5)
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2..6 Peroxi-ozonizacao: presenca do oxidante forte ozénio (O3) e do peréxido

de hidrogénio (H,0>), promovendo a formagao do radical hidroxila (*OH) °.
203 + 2H,Op ——» 2+0H + 30, + HOe (6)

2.7 Foto-peroxi-ozonizagdo: presenca do oxidante forte ozbénio (O3) e do
peréxido de hidrogénio (H2O2) na presenca de irradiagdo, promovendo a

formagao do radical hidroxila (*OH).

2.8 Reagente de Fenton: decomposicdo de peroxido de hidrogénio (H20-)

catalisada por Fe*".

O reagente de Fenton, como é tradicionalmente chamado, é composto
de Fe?*/H,O,/H*. A reacdo envolve a decomposicdo catalitica do perdxido de
hidrogénio a formas intermediarias de radicais livres, que possuem um
potencial de oxidacdo maior do que o préprio peréxido ®’. A equacdo para a

reacao do reagente de Fenton pode ser representada por
Fe** + H0, + HY ——— Fe* + H,0O + :OH  (7)

O mecanismo atualmente proposto para a decomposi¢cao de H,O, em
solugdes acidas na auséncia de luz e de compostos organicos consiste no
conjunto de reacdes de (8) a (15) ®. Esta seqiiéncia se refere a reacéo térmica

de Fenton.

Fe** + H,O, ____, Fe* + +OH + HO (8)
Fe® + H,0, ——» Fe®" + HOp» + H' (9)
H,0, + HOs ——» HO,* + H;0 (10)
Fe*" + HO» ——»Fe* + HO (11)
Fe* + HO»» ——» Fe* + OH" (12)
Fe®* + HOx»» + HY —— Fe* + H;0; (13)



HO2¢ + HOe ——» HO + Oy (14)
Alguns autores incluem a reacéo (8)
HOs + H O, ——» «OH + H,O + O, (15)

Como podemos observar na reagao (8), o H,O, age como oxidante e na
(9) como redutor, este comportamento € uma caracteristica prépria do peréxido

de hidrogénio extremamente util nas reag¢des que envolvem os POA.

O radical hidroxila pode ser gerado (reacdo (8)) pela simples
combinagdo de sais de Fe(ll) com Hy0,. Entretanto, precipitados de
oxihidréxidos de Fe (lll) amorfos podem ser produzidos quando o pH passa de
fortemente acido para neutro, gerando uma quantidade de lodo indesejavel 8.

Processos para tratamento de efluentes com reagente de Fenton séo
conhecidos pela efetiva remogao de diversos poluentes organicos perigosos. A
maior vantagem deste processo esta na destruicdo do contaminante levando-o
a compostos menos danosos como o CO,, 4gua e sais inorganicos °.

A reacao do radical *OH com compostos orgéanicos leva a formacao de
radicais centrados no carbono, reagées bem conhecidas, principalmente pela
abstracéo do proton H* a partir de C-H, N-H ou O-H, adi¢cdes a C=C, ou adigdo

ao anel aromatico produzindo radicais organicos Re >#%0,

HOs +RH ——» HO + Re (16)
HO- + C=C ——»  HO-C-C- (17)

HOo + © — @ — > demais reacgodes

(18)
Quando o ar esta presente na solugdo, os radicais produzidos nas
reagdes acima, podem reagir com o O, produzindo HO,* (O,"), radicais peroxila

R-OO0- ou radicais oxila R-Oe:

Re + O »—R(-H") + HO,* (19)
Re + O, — R-O0* —»— R-O- (20)
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As reagdes a apresentadas a seguir sugerem um mecanismo de reagao

em cadeia para a degradagdo de compostos organicos >'".

Fe* + H,0, — Fe* + «OH + OH (21)
‘OH + Fe** — Fe* + OH (22)
RH + +OH — H,O + Re (23)
Re + Fe** — R* + Fe*' (24)
Re + Fe?' — R + Fe** (25)
Re + Re — R-R (26)

2.9 Reagente de Fenton/UV

O processo que combina a aplicacdo de radiacdo ultra-violeta ao
processo Fenton & denominado de foto-Fenton. Uma maior eficiéncia na
degradacgao pode ser obtida a partir do uso deste processo frente ao reagente
de Fenton devido a formacdo de uma maior quantidade de HO+ em funcao da
fotolise do H,O3

H,0, —hv 4 2Ho. (27)
2.10 Reagente Fenton/Fe**

Reacdes Fenton/Fe*" s&o analogas as reagdes de Fenton, com o uso de
complexos metalicos do tipo M™Ly, , com metais tais como Fe(lll), Cu(l), Cr(ll)
Co(ll). Reagdes do tipo Fenton/Fe** sdo importantes em uma variedade de
processos cataliticos e bioldgicos '2.

O ion Fe (lll) catalisa a decomposigao do H,O, para O, e H,O. O
mecanismo classico proposto para esta reagdo em cadeia segue 0s seguintes

passos &1113,

Fe** + H)0,¥——= Fe-OOH* + H* (28)

Fe-OOH*——»  HO,» + Fe?* (29)



Fe** + HO,»——>  Fe** + HO, (30)
Fe* + HOp»——>  Fe* + O, + H* (31)

“OH + H0,——  H,0 + HO,* (32)

2.11 Reagente de Fenton/Fe*/UV

O processo que combina a aplicacdo de radiacdo ultra-violeta ao
processo Fenton/Fe*" é denominado de foto-Fenton/Fe**. Uma maior eficiéncia
na degradacao pode ser obtida a partir do uso deste processo devido a

formagao de uma maior quantidade de HO+ em fungao da fotdlise do H,O..

H,0, — 4 2HO- (33)
Fe3* . H,0, _hv, Fe? + «OH +H" (34)

3 Processos Oxidativos Avancados Heterogéneos

Os sistemas heterogéneos se diferenciam dos homogéneos devido a
presenca de catalisadores solidos. Os catalisadores sélidos utilizados nestes
sistemas sdo semicondutores que atuam como fotocatalisadores.

A literatura apresenta uma série de semicondutores entre eles o TiO,,
Zn0, Fe,03, SiO,, Al,O3, V205, entre outros.
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ANEXO 2

Formagédo de complexos de ferro

As reacdes com peroxido de hidrogénio e sais de Fe?* e Fe** em solugao
aquosa acidas sao fontes em potencial de radicais hidroxila normalmente
utilizados na oxidagdo de compostos organicos presentes em aguas
residuarias. Na auséncia de luz e de ligantes complexantes que ndo a agua, o
mecanismo da decomposi¢cao de H,O,, em solucdo aquosa acida, envolve a
formagao de radicais hidroperoxila (HO2+/O2¢") e hidroxila (HO<) de acordo com

as seguintes etapas'*1>°,

Fe* + H,0, —— Fe®" + HO,» + H' (35)
Fe** + H,0, —> Fe* + HOs + OH (36
Fe** + HO+ —— Fe* + OH (37
(
(

N~—

H,O, + HO- — HO,* + H,O 38)
Fe?* + HO./Op + HY —> Fe** + Hy0, 39)
Fe* + HOp+/Op” —>  Fe® + 0, + H0 (40)

Em biologia estas reagdes sao muito importantes, acredita-se que as
mesmas sejam responsaveis por reagdes que produzem espécies oxigénio-
reativas (ROS) nas células, causando uma diversidade de doengas como
cancer, arteriosclerose, hipertensdo, mal de Alzheimer, amiloidose, osteoartrite
entre outras. Apesar de passados mais de 110 anos da publicagcéo por Fenton
1277 dos estudos da oxidacdo de substrato organico na presenca de H.O; e
Fe(H20)s?*, conhecido como “Reagente de Fenton”, os intermediarios ativos e
detalhes do mecanismo deste tipo de reagdo ainda continuam ambiguos e
repetidamente discutidos em muitas publicacbes e artigos de revisdo. A
ocorréncia das reagdes Fenton-like dependem da natureza do metal M, do
ligante L, do substrato organico ROOR’ e do meio reacional. Informagdes
quanto a oxidagdo de substratos organicos por reagentes de Fenton em
sistemas aquosos oxigenados € bastante comum, ja estudos em condi¢gbes nao
aquosa e anaerdbias é bastante limitado '.

O efeito da presenca de Fe** em solugdes aquosas de antibidticos PB-

lactdmicos despertou interesse, tendo em vista o quadro clinico de anemia
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observado em pacientes submetidos a longos tratamentos com estes
antibidticos. Os resultados obtidos por estudos de infra-vermelho (IR) e
espectrometria de massa (MS) levaram a proposta de um modelo de estrutura
monomolecular para o complexo formado '®. A figura 4.1 a seguir mostra uma

representacdo deste monocomplexo.

0]
HO\: /

-Fe

HO ‘ “OH
OH

Figura 1: Proposta de modelo de complexo mononuclear.
Fonte: CARP, 19962,

Outros estudos sobre a formacdo de complexos entre metais e
substratos organicos, em especial os antibidticos B-lactamicos, sugerem além

114

de estruturas provaveis ', o mecanismo da reagao do complexo com 0O

oxidante "% As reacdes propostas estdo apresentadas a seguir:

MLn™ + H,0p — ML, + HoO5 (41)

H,0, —>  HO- + OH (42)
OH,q + HOF —— 2 H0 (43)
HO- + RH ——* ‘R + H0 (44)
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