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Impacto potencial desta pesquisa

A presente pesquisa apresenta contribuigdes para entendimento do mecanismo de
degradacao e recalcitrancia de antibidticos macrolideos frente ao processo Fenton, um processo
oxidativo avancado. Desta forma, relaciona-se com o ODS 6 (agua potavel e saneamento).
Além disso, entender os efeitos dos macrolideos no meio ambiente contribui com os ODS 14
(vida na 4agua) e 7 (energia limpa e acessivel), devido aos processos fotoquimicos naturais que

ocorrem pela radiacao solar.

Potential impact of this research

The present research presents contributions to the understanding of the degradation
mechanism and recalcitrance of macrolide antibiotics to the Fenton process, an advanced
oxidative process (AOP). In this way, it relates to SDG 6 (clean water and sanitation). In
addition, understanding the effects of macrolides on the environment contributes to SDGs 14
(life below water) and 7 (affordable and clean energy), due to the natural photochemical

processes that occur through solar radiation.
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RESUMO

A presenga de antibidticos em efluentes provenientes de estacdoes de tratamento de esgotos
(ETE) ap6s processo convencional tem recebido grande atencdo atualmente devido a
constatacdo dos problemas que esses contaminantes podem causar tanto ao ambiente quanto a
saude humana, como a resisténcia bacteriana. O presente trabalho estudou a cinética de
degradacao de dois antibioticos macrolideos, a azitromicina (AZT) e a claritromicina (CLA),
por processo Fenton em meio homogéneo e heterogéneo e comparou-a com a degradacao do
sulfametoxazol (SMX), pertencente a classe das sulfonamidas. Desenvolveu-se e validou-se
métodos analiticos para separacao e quantificacdo simultanea dos macrolideos, isoladamente
do método de quantificagdo do SMX. A formagdo de complexos de ferro e cobre com os
macrolideos e a influéncia da complexacao no ciclo redox Fe(Il)/Fe(Il) e Cu(I)/Cu(Il) foi
avaliada utilizando a espectrofotometria. A degradacdo dos farmacos foi realizada em agua
ultrapura e efluente da ETE contendo 1% de acetonitrila devido a baixa solubilidade dos
macrolideos. A concentragdo dos farmacos foi monitorada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC), assim como seus produtos de transformacao foram identificados por meio
do acoplamento da HPLC com um espectrometro de massas. Para degradacdo no processo
heterogéneo, foram preparados catalisadores a base de 6xido de cobre e ferro. Verificou-se a
formacao dos complexos de ferro e cobre com os macrolideos, porém com um efeito redutor
dos macrolideos sobre o Cu(II), gerando complexos de Cu(I) em solugdo. Embora os complexos
de macrolideos com Fe e Cu influenciem o ciclo redox, apenas os complexos de cobre
apresentaram comportamento recalcitrante ao processo foto-Fenton homogéneo. Dentre os
catalisadores utilizados no processo heterogéneo, observou-se que o aumento do teor de cobre
durante a sintese contribuiu para a maior area especifica de CAT1 do que de CAT2, resultando
em uma maior atividade de CATI1. A variacdo do pH afetou a degradacao dos macrolideos,
assim como a variacao da concentracao de H>O; inicial. Melhores resultados de aplicagao do
processo foto-Fenton heterogéneo foram obtidos usando 0,125 g L' de CATI1, 15 mmol L de
H>0; em pH 5,4. Nos processos em meio homogéneo e heterogéneo, a constante de degradacao
de SMX foi superior a dos macrolideos, indicando uma maior recalcitrancia dos macrolideos.
Experimentos realizados em efluente de ETE evidenciaram que a matriz ndo influenciou a
degradacao de AZT e CLA, porém afetou a degradagdo do SMX. A matriz interferiu na
degradacao do SMX por ela ocorrer por combinagao dos mecanismos de adi¢do eletrofilica com
abstracdo do atomo de hidrogénio e transferéncia eletronica, enquanto os macrolideos foram
menos afetados pela degradacao ocorrer por transferéncia eletronica apenas. A identificagao de
produtos de transformagao revelou a formagao de produtos hidroxilados para os macrolideos.
Experimentos realizados na presenca de sequestrantes de radicais hidroxila evidenciaram a
importancia do "OH na degradacdo dos macrolideos, enquanto a degradagdo do SMX nio foi
totalmente inibida por ndo depender apenas do ‘OH, mas sim de outros radicais como o HO>’,
0, e '02. Os resultados obtidos contribuem para o entendimento do mecanismo de degradagio
e recalcitrancia dos macrolideos ao processo Fenton.

Palavras-chave: Antibidticos, Macrolideos, Tratamento efluente de 4guas residuais,
Complexos (Quimica), Cromatografia liquida de alta eficiéncia.



ABSTRACT

The presence of antibiotics in effluents from wastewater treatment plants (WWTP) after a
conventional process has received great attention due to problems that these contaminants can
cause both to the environment and to human health, such as bacterial resistance. The present
work studied the degradation kinetics of two macrolide antibiotics, azithromycin (AZT) and
clarithromycin (CLA), by Fenton process in homogeneous and heterogeneous medium and
compared it with sulfamethoxazole (SMX) degradation, belonging to sulfonamides class.
Analytical methods were developed and validated for simultaneous separation and
quantification of macrolides, separately from SMX quantification method. The formation of
iron and copper complexes with macrolides and the complexation influence on the Fe(IT)/Fe(II)
and Cu(I)/Cu(Il) redox cycle was evaluated using spectrophotometry. Pharmaceuticals
degradation was performed in ultrapure water and WWTP effluent containing 1% acetonitrile
due to the low solubility of macrolides. Pharmaceuticals concentrations were monitored by high
performance liquid chromatography (HPLC) and their transformation products were identified
through the coupling of HPLC with a mass spectrometer. For heterogeneous process
degradation, catalysts based on copper and iron oxide were used. The formation of iron and
copper complexes with the macrolides was verified with reducing effect of the macrolides on
Cu(II), generating Cu(I) complexes in solution. Although the complexes of macrolides with Fe
and Cu influenced the redox cycle, only the copper complexes showed a recalcitrant behavior
to the homogeneous photo-Fenton process. Among the catalysts used in the heterogeneous
process, it was observed that the increase in copper content during the synthesis contributed to
the surface area of CATI1 being greater than that of CAT2, resulting in a greater activity of
CATI. Variation in pH affected macrolide degradation, as well initial H2O> concentration. The
best results of heterogeneous photo-Fenton process application were obtained using 0.125 g L
P'of CATI, 15 mmol L of H,O; at pH 5.4. In all processes (homogeneous and heterogeneous
media) the degradation constant of SMX was higher than that of macrolides, indicating greater
recalcitrance of AZT and CLA. Experiments carried out on the WWTP effluent showed that
the matrix did not influence AZT and CLA degradation, however it affected SMX degradation.
The matrix interfered with SMX degradation because it occurs by combining the mechanisms
of electrophilic addition with abstraction of the hydrogen atom and electronic transfer, while
the macrolides were less affected due to the degradation occurring by electronic transfer only.
The transformation products identification revealed the formation of hydroxylated products for
both macrolides. Experiments carried out in the presence of hydroxyl radical scavengers
showed the importance of ‘OH in macrolides degradation. SMX degradation was not
completely inhibited because it does not depend only on *OH, but also on other radicals such as
HO;’, O™ and '0». The obtained results contribute to the understanding of the degradation
mechanism and the recalcitrance of macrolide antibiotics to the Fenton process.

Keywords: Antibiotics, Macrolides, Wastewater effluent treatment, Complexes (Chemistry),
High performance liquid chromatography.
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1. INTRODUCAO

Muita atencao ¢ dada a contaminac¢do do meio ambiente por contaminantes emergentes
e seus efeitos, assim como o impacto a saude humana. Nessa problematica, os antibidticos sao
contaminantes emergentes muito estudados, tanto quanto a ocorréncia como a degradagado por
diferentes processos, por ocasionarem o desenvolvimento da resisténcia bacteriana e genes

resistentes, gerando um problema de saude publica grave.

Dentre as diversas classes de antibidticos, uma classe muito utilizada no combate de
diversas infec¢des ¢ a dos macrolideos, os quais apresentam-se como lactonas ciclicas de 14 a
16 membros no anel ligadas a agtcares, apresentando alta massa molecular e baixa solubilidade
em agua. Exemplos de antibioticos macrolideos sdao a azitromicina (AZT) e a claritromicina

(CLA).

Devido a baixa solubilidade em agua e alta bioacumulacdo, os macrolideos sdo
contaminantes preocupantes do meio ambiente. Entretanto, devido a estrutura quimica
complexa, a baixa absor¢ao na regido do UV-Vis e as dificuldades analiticas associadas na
analise desses antibidticos, mesmo por técnicas analiticas de cromatografia, estudos sobre o
comportamento no ambiente e processos de degradagdo desses antibidticos sdo escassos em

comparagao a outras classes de antibidticos.

Dentre os diferentes processos que podem ser aplicados para remogao dos macrolideos,
como os de oxidacdo, redu¢do ou adsor¢do, pouco se estudou sobre a aplicagdo do processo
foto-Fenton (um processo oxidativo avancado) a degradacao dessa classe de antibidticos. O
processo foto-Fenton apresenta condigdes operacionais de temperatura e pressao ambiente,
apresentando vantagens em comparacdo a outros processos que requerem materiais ou
condi¢des muito especificas. Além disso, o processo foto-Fenton ¢ apresentado na literatura

como uma alternativa para a degradacao de antibidticos pertencentes a diferentes classes.

Um levantamento realizado na literatura no ano de 2021 (Figura 1) apresenta o nimero
de publicacdes em trés bases de dados diferentes no periodo de 1945 a 2021. Os artigos que
aparecem quando se refinam os resultados por AZT e CLA referem-se a artigos de revisao ou
artigos que fazem levantamento de dados sobre a presenca de antibidticos em efluentes
domésticos, apresentando poucos resultados sobre a utilizagdo do processo Fenton para
degradacdo dessas moléculas. Quando se observa os resultados para o Sulfametoxazol (SMX),
um antibiotico muito estudado pertencente a classe das sulfonamidas, o nimero de publicagdes

¢ bem mais expressivo devido a sua alta prescri¢cdo e estrutura quimica mais simples.
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Figura 1: Numero de publicagdes das pesquisas realizadas nas bases de dados “Web of Science”,
“Science Direct” e “Scopus” no periodo de 1945 a 2021. Palavras-chave: Fenton AND wastewater
AND antibiotic (1); e o refinamento dos resultados anteriores com sulfamethoxazole (2) OR
clarithromycin (3) OR azithromycin (4), apresentando os resultados com: a) Escala original; b)
Ampliagdo da escala para observagdo de (3) e (4).

Nos tultimos dois anos, durante a realizagdo da pesquisa, o nimero de dados sobre a
degradacao de macrolideos cresceu em comparagdo ao levantamento realizado em 2021, porém
ainda sdo necessarios muitos estudos para compreender o comportamento desses fArmacos e
sua recalcitrancia a diferentes processos, como o foto-Fenton por exemplo. Além disso, os
macrolideos também receberam aten¢ao especial nos ultimos anos devido a prescrigdo de AZT

no combate ao COVID-19.

Nessa conjuntura, o presente trabalho apresenta o desenvolvimento e validacao de um
método analitico para separacdo e quantificagdo de AZT e CLA, assim como a degradagdo
desses farmacos por processo foto-Fenton em meio homogéneo (usando cobre ou ferro como
catalisadores) e heterogéneo (usando 6xidos de cobre e ferro como catalisadores). Ademais,
também foram realizados alguns estudos que fomentam a discussdo sobre a degradagdo desses
farmacos, como a complexagdo da AZT e CLA com ferro e cobre e o efeito da formacao de

complexos na degradagdo por processo homogéneo.

Todos os resultados obtidos sobre a degradacao dos macrolideos foram comparados com
a degradacdo do SMX, individualmente ou simultanecamente. Essa comparacgao foi realizada
devido ao mecanismo de inibi¢do de atividade bacteriana, estrutura quimica mais simples,

menor massa molar e a alta densidade eletrénica do SMX em comparagdo aos macrolideos, os
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quais apresentam um diferente mecanismo de inibi¢do, estruturas quimicas complexas, altas

massas moleculares e baixa densidade eletronica.

Um estudo realizado na Italia verificou que os antibidticos que mais apresentam riscos
para o meio ambiente e foram detectados ao longo do Rio P6 (norte da Italia) sdo a AZT, CLA
e SMX (AL AUKIDY et al., 2012). Esse estudo indica uma relevancia na comparacao da
cinética de degradacgao desses trés farmacos por diferentes processos e em diferentes matrizes,
foco central da presente dissertacdo. Em outro estudo realizado na regido da Lombardia (Italia),
verificou-se que a maior prescricao de azitromicina para tratamento da COVID-19, assim como
outros farmacos, ocasionou em um aumento da ocorréncia da AZT nas ETE, principalmente
nas que recebiam descarte de efluente hospitalar. Além disso, a AZT e outros farmacos foram
apresentados como potenciais riscos para o ambiente, devido a suas toxicidades e possibilidade

de indugdo de resisténcia bacteriana e viral (CAPPELLI et al., 2022).
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6. CONCLUSOES

Neste trabalho, desenvolveu-se e validou-se dois métodos analiticos para separagdo e
quantificagdo da AZT e CLA, assim como para quantificagdo do SMX. Também foi verificado
que a AZT forma complexos em equilibrios multiplos com o ferro e cobre, enquanto a CLA
forma complexos com propor¢des estequiométricas definidas. Além disso, observou-se o efeito
redutor de ambos os macrolideos sobre o cobre, formando complexos estaveis de Cu(I) em

solucao mesmo com a adi¢ao de Cu(II) ao meio.

Os complexos formados com ferro diminuem a formagdo de Fe(Il) sob irradiagdo em
um mesmo intervalo de tempo, em comparacdo aos aquacomplexos de ferro em solucao.
Entretanto, mesmo prejudicando a formagao de Fe(Il), os complexos de AZT e CLA com ferro
ainda sdo degradaveis aplicando o processo foto-Fenton homogéneo, porém 2,3 vezes mais
lento que a degradagdo do SMX pelo mesmo processo. A presenga de ACN no meio, necessaria

devido a baixa solubilidade dos macrolideos, prejudicou a degradacao.

Por outro lado, o complexo e Cu(I)-AZT gera mais Cu(I) em solucdo que os
aquacomplexos de cobre em solugdo. Entretanto, foi observada uma recalcitrancia dos
complexos de cobre e macrolideos ao processo Fenton-like homogéneo em pH 5,4 e 2.5,
destacando que a complexacdo ndo € o Unico fator que afeta a fotodegradacdo, mesmo sendo

importante devido ao seu papel como redutor de cobre.

Dois catalisadores foram sintetizados para aplicagdo do processo foto-Fenton
heterogéneo com composicdes diferentes de cobre e ferro, os quais sdo 6xidos de ferro e cobre
com a presenca de 6xido de cobre na composi¢cdo quimica, apresentando comportamento de
oxido misto (32% e 39%, para o CATI, e 70% e 8%, para o CAT2, de Fe e Cu,
respectivamente). Foi observado que o maior teor de cobre na composi¢ao (CAT1) aumentou
a area superficial e diminuiu o tamanho médio dos poros dos catalisadores em comparagdo a

MAG-S, aumentando na atividade catalitica dos materiais desenvolvidos.

A degradagao de AZT e CLA foi influenciada pelo pH da solucao e dependente da
concentra¢cdo de H>O2 no meio aplicando o processo foto-Fenton heterogéneo usando CAT1
como catalisador, sendo verificado um aumento na taxa de degradagdo dos macrolideos em
maiores concentracoes de perdxido de hidrogénio. Os processos Fenton e foto-Fenton
apresentaram a mesma remoc¢ao de AZT e CLA apods 120 min de aplicagdo do processo
heterogéneo, entretanto com velocidade de degradacao 1,5 vezes maior sob irradiagdo (processo

foto-Fenton heterogéneo), verificado pelas constantes de degradagao.
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O SMX apresentou uma velocidade de degradacao 2,5 vezes maior que os macrolideos
usando CAT1 como catalisador no processo foto-Fenton heterogéneo, ndo sendo verificado um
efeito da presenca de ACN no meio em sua degradagdo. A reducdo da concentracao de cobre
na sintese do catalisador (CAT2) resultou em uma baixa atividade catalitica de CAT2 em
comparagdo ao CATI1, provavelmente por CAT2 apresentar menor area superficial e tamanho
médio de poros. Nesse cendrio, destaca-se a alta atividade catalitica de CAT1 para AZT, CLA
e SMX em agua e em diferentes valores de pH, atingindo remocgdes proximas ao processo foto-
Fenton heterogéneo apds 120 min de aplicagao do processo. Além disso, a presenga de ACN

ndo prejudicou a degradacgao por processo Fenton heterogéneo quando se utilizou CAT].

A degradacao de AZT e CLA nao foi influenciada pela matriz devido ao mecanismo de
degradacao de transferéncia eletronica, enquanto a degradagao do SMX foi muito influenciada
devido a uma polarizabilidade do meio e diminui¢do de sua densidade eletronica, afetando o
mecanismo de degradacdo por adigdo eletrofilica ao anel aroméatico presente em sua estrutura

quimica.

Verificou-se a formagdo de produtos de transformagdo para ambos os macrolideos,
sendo alguns ndo relatados na literatura. Além disso, propde-se que o mecanismo de degradagao
possa ocorrer por transferéncia eletronica e deva iniciar com hidroxilagao seguida da posterior
perda de um dos agticares (processo heterogéneo) ou ambos (processo homogéneo), sendo os
produtos identificados influenciados pelo pH do meio e pelas condigdes oxidantes dos

Processos.

Todos os resultados obtidos contribuiram para entendimento do mecanismo de
degradacdo dos macrolideos e o seu comportamento em diferentes valores de pH. A
compara¢do com SMX demonstra uma alta taxa de degradagdo de SMX em 4agua, sendo que
em efluente doméstico a degradagdo dos macrolideos foi menos influenciada. Além disso, a
degradacao dos macrolideos mostrou uma alta dependéncia com a presenca do radical hidroxila
no meio, enquanto a do SMX mostrou contribui¢do de outros radicais para a degradagdo. A
degradagdo obtida aplicando os processos homogéneo e heterogéneo foi similar para os
macrolideos, porém com a formagao de diferentes produtos de transformacao que sugerem um

diferente mecanismo de degradacao, que também pode ser influenciado pelo pH do meio.
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