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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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2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi estudar a cinética de degradacao dos antibidticos
Azitromicina (AZT) e Claritromicina (CLA) presentes em efluentes domésticos aplicando o

processo Fenton (homogéneo e heterogéneo).

2.1 Objetivos Especificos

o Estudar a cinética de degradacdo dos dois antibidticos da classe dos macrolideos e
comparar com um antibiotico de estrutura quimica mais simples — Sulfametoxazol
(SMX);

o Estudar a influéncia da complexagdo dos macrolideos com ferro e cobre na degradagdo
por processo homogéneo;

o Avaliar a degradacdo dos antibidticos macrolideos em amostras de efluentes
domésticos;

o Identificar os principais produtos da degradagdo dos antibidticos macrolideos pela
técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas

(LC- MS/MS).
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Antibioticos no Brasil e no mundo

Antibioticos sdo compostos usados para tratar doencas infecciosas (ZAINAB et al.,
2020). Neste século, o consumo global de antibioticos aumentou consideravelmente devido ao
aumento da populacdo mundial, da facilidade de acesso a medicamentos ¢ ao aumento da
demanda por proteina animal, processo que requer um maior uso de antibidticos com a
finalidade de tratamentos veterinarios e como promotores do crescimento (KOVALAKOVA et
al., 2020). Cabe ressaltar que o uso de antimicrobianos como promotores do crescimento ¢ uma

pratica que vem sendo banida em diversos paises, como os pertencentes a Unido Europeia.

Desde a sua descoberta no século XX, os antibidticos sdo cada vez mais utilizados e
possibilitaram o desenvolvimento de muitos procedimentos na medicina moderna
(HUTCHINGS; TRUMAN; WILKINSON, 2019). Nesse cenario, a taxa global de consumo de
antibioticos cresceu 39% entre 2000 e 2015, sendo os maiores usuarios paises de alta renda
(como os EUA) e, principalmente, paises emergentes pertencentes ao grupo denominado
BRICS (Brasil, Russia, india, China e Africa do Sul), os quais foram responséaveis por 75%
desse aumento (KOVALAKOVA et al., 2020). De acordo com o relatério da Organizagdo
Mundial da Satude sobre vigilancia do consumo de antibidticos (WHO), em 2016 o Brasil foi o

maior consumidor de antibidticos do mundo (2225 toneladas por ano) (WHO, 2018).

Dentre todas as classes de antibioticos, as penicilinas sdo as mais utilizadas no mundo,
totalizando 53% dos antibidticos utilizados no Brasil em 2016, 37% dos utilizados na Europa
em 2015 e 40% dentre os utilizados na Africa em 2015. A segunda classe de antibioticos mais
utilizados no Brasil e na Europa (15%) sdo pertencentes a classe dos macrolideos, lincosamidas
e estreptograminas, enquanto na Africa a segunda classe mais utilizada sdo antibioticos da
classe das sulfonamidas e trimetoprimas. No Brasil, as quinolonas representam 12% e as

sulfonamidas e trimetoprimas representam 6% de todo o consumo (WHO, 2018).

Devido ao sucesso da utilizacdo de antibioticos na cura de infecgdes, estes passaram a
ser utilizados em larga escala, porém sem técnicas analiticas disponiveis que permitissem a sua
detec¢do em efluentes. Entretanto, a alta utilizacdo dos antibidticos e o desenvolvimento de
equipamentos analiticos modernos implicou na diminui¢do dos limites de deteccdo e

.. e ;s ~ -1
permitiram que os antibioticos fossem detectados em niveis de concentragdo de ng L7,
recebendo aten¢do especial como novos contaminantes no ambiente aquatico (PATEL et al.,

2019).
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Nesse contexto, muitos estudos foram desenvolvidos nos ultimos anos visando a
remog¢do e monitoramento desses contaminantes emergentes do ambiente. A principal fonte
relatada desses contaminantes em aguas provém das estacdes de tratamento de esgotos (ETE)
devido a baixa eficiéncia dos tratamentos convencionais aplicados a remocao desses
contaminantes (REIS er al., 2019). No Brasil, o cendrio ¢ ainda mais grave que em paises
desenvolvidos considerando a caréncia dos servigos de tratamento de esgotos, tendo em vista
que o percentual de esgotos tratados € igual a 51,2% em relagdo ao volume total gerado (IN046)
e 80,8% em relacdo ao volume coletado (INO16) (SNIS, 2022). Outra fonte dos contaminantes
emergentes provém dos efluentes hospitalares, os quais apresentam uma alta concentragdo de
farmacos que varia de acordo com o uso hospitalar (KHAN et al., 2020). Entretanto, no Brasil,

os efluentes hospitalares sdo descartados na rede de esgotos para tratamento posterior nas ETE.

No Brasil, a presen¢a de contaminantes emergentes em diferentes matrizes vem sendo
atualizada na literatura (MARSON et al., 2022), entretanto ainda ndo hd uma legislacdo
ambiental especifica para esses contaminantes. Aproximando da realidade do estado de Sao
Paulo, um estudo recente realizou o monitoramento da presenca de contaminantes emergentes
em agua potavel, superficial e subterranea durante um periodo de 10 anos (MONTAGNER et
al., 2019). Foi detectada a presenga de pesticidas, drogas ilicitas, hormdnios, farmacos (como

antibioticos) e produtos de cuidados pessoais.

Um antibiético muito utilizado mundialmente e detectado em diferentes matrizes
aquosas ¢ o Sulfametoxazol (SMX), o qual ¢ um antibidtico pertencente a classe das
sulfonamidas que apresenta aromaticidade (Figura 2). O SMX ¢ muito estudado devido a sua
alta prescri¢do, ocorréncia e estrutura quimica menos complexa em comparagdo a outros
antibioticos. Além disso, o SMX apresenta alta solubilidade em agua (610 mg L' a 37 °C) e
um mecanismo de inibigdo bacteriana dependente de sua estrutura quimica, ou seja, o SMX
apresenta estrutura semelhante ao acido p-aminobenzoico e atua impedindo a sintese do acido
folico (necessario para o crescimento bacteriano) através da inibi¢ao da enzima di-hidropteroato

sintetase (KIELHOFNER, 1990).

O/N\ H\S//O
J

NH,

Figura 2: Estrutura quimica do Sulfametoxazol.
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Estudos tém demonstrado que a contaminagdo de aguas por antibidticos pode causar
efeitos nocivos para micro-organismos como evolucao da estrutura da comunidade bacteriana,
alteragdes génicas, anormalidade em proteinas e atividades enzimaticas, bem como anomalias
animais como no crescimento de peixes, ratos e sapos (FELIS et al., 2020). Dentre esses
problemas, aten¢ao especial ¢ dada ao desenvolvimento de resisténcia bacteriana, um problema
muito grave de saude publica que demanda o desenvolvimento de antibidticos mais complexos
devido a adaptacdo de bactérias no ambiente ocasionada pela presenca desses contaminantes.
Nesse contexto, infecgdes bacterianas resistentes a antibioticos resultam em maior mortalidade
que infecgdes comuns, e estima-se que essas infecgdes possam causar 10 milhdes de mortes
anuais em todo o mundo em 2050, sendo que a estimativa anual atual ¢ de 700 mil mortes

(FELIS et al., 2020; PATEL et al., 2019).

A presenga de antibidticos no ambiente ocasiona o desenvolvimento de genes
resistentes, assunto que tem recebido maior aten¢ao nos ultimos anos devido o desenvolvimento
de métodos em biologia molecular para deteccdo desses genes e a sua maior tolerancia ao
tratamento secundario realizado nas estagdes de tratamento de esgotos (ETE) (WANG ef al.,
2020). Nesse sentido, estudos sobre a ocorréncia de resisténcia bacteriana e genes resistentes
no meio ambiente sdo importantes, assim como ag¢des para prevenir ou minimizar estes

problemas pela remogao desses contaminantes de diferentes matrizes.

3.2. Os antibioticos macrolideos

Os antibioticos macrolideos contém uma lactona ciclica de 14, 15 ou 16 membros com
acucares (geralmente desosamina e cladinose) ligados, sendo utilizados na medicina veterinaria
¢ humana (KESKAR; JUGADE, 2015). Os macrolideos sdao produzidos através da
Saccharopolyspora erythraea (ou Streptomyces erythreus), uma bactéria gram-positiva que
produz o macrolideo eritromicina (ERI), sendo posteriormente modificado por derivatizagao

originando os outros antibioticos desta classe (HU; HU, 2005).

Dessa forma, ERI ¢ conhecida como macrolideo de primeira geracdo e seus derivados,
como azitromicina (AZT), claritromicina (CLA) e roxitromicina (ROX), sdo conhecidos como
antibioticos macrolideos de segunda geracdo. Além disso, também existem os macrolideos de
terceira geragdao que sao conhecidos como cetolideos, como a espiramicina, formados pela
derivatizacdo da ERI, porém com a substitui¢do de um dos agucares ligados ao anel macrolideo

por um grupo ceto (HU; HU, 2005; KESKAR; JUGADE, 2015; YU et al., 2016).
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Estruturalmente, os macrolideos também sdo classificados quanto ao tamanho do anel
macrolideo, sendo a ERI, CLA e ROX antibidticos com anel de 14 membros enquanto a AZT
apresenta 15 membros no anel macrolideo. No presente trabalho estudou-se a AZT e CLA
(Figura 3), macrolideos de 2* geragao mais utilizados com diferentes tamanhos de anel, os quais
sdo geralmente prescritos para tratar infeccdes do trato urinario (para pessoas alérgicas a
penicilinas), trato respiratdrio superior e inferior, infec¢des de pele e ouvido ou mesmo

infec¢des da boca, olhos e intestino (KESKAR; JUGADE, 2015).

N/CH3

CH;

Figura 3: Estrutura quimica da molécula de a) azitromicina; b) claritromicina. Diferencgas estruturais
estdo indicadas pelas cores similares.

Observa-se que a AZT apresenta 15 membros no anel macrolideo apds adigdo de um
atomo de N ao anel (marcagcdo em verde), enquanto a CLA apresenta 14 membros, porém
apresenta um grupo cetona na estrutura (marcag¢do em vermelho) que a AZT ndo possui. Além
disso, a CLA apresenta um grupo metoxi enquanto a AZT tem na mesma posicdo um grupo
hidroxi (marcacdo em rosa). Embora ambos macrolideos apresentem diferentes estruturas
quimicas, suas massas moleculares sao muito proximas assim como outras propriedades fisico-

quimicas (Tabela 1).
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Tabela 1: Formula molecular e propriedades fisico-quimicas da AZT e CLA.

Azitromicina Claritromicina
Formula Molecular C3sH72N2012 C3sHeoNO13
Massa Molar 749 g mol™! 748 g mol™!
Ponto de Fusiao 113-115°C 217-220 °C
Solubilidade em agua 2,37 mg L' a25°C 1,693 mg L' a 25°C
pKa 8,5 8,99
log Kow 4,02 3,16

Fonte: PubChem, 2023.

Ambos macrolideos apresentam baixa solubilidade em agua e alto valor de coeficiente
de particdo octanol/agua (log Kow), 0 que indica um alta bioacumulacdo desses fArmacos nos
organismos aquaticos. Além disso, a AZT e CLA apresentam valores de pKa altos,
demonstrando que os macrolideos sao farmacos com comportamento de bases fortes. Os
macrolideos também sao lipofilicos e uma por¢ao deles sao metabolizados no corpo humano,

sendo excretados principalmente pelas fazes e podendo ser encontrados na forma parental.

A AZT e CLA, assim como os outros macrolideos, atuam inibindo a translagao entre o
tRNA (RNA transportador) do sitio A (aminoacil) para o sitio P (peptidil) no ribossomo ao se
ligarem ao receptor 23S do rRNA (RNA ribossomal), presente na subunidade 50S do ribossomo
bacteriano. O sitio P contém a cadeia peptidica em crescimento e o sitio A € responsavel por se
ligar as moléculas de tRNA, destacando que os macrolideos atuam inibindo a sintese proteica
(BOLHUIS et al., 2011; DOUTHWAITE; CHAMPNEY, 2001; PETERS; FRIEDEL;
MCTAVISH, 1992). Esse mecanismo de agdo ¢ caracteristico dessa classe de antibidticos tendo
em vista que o0 SMX, antibidtico sulfonamida apresentado na se¢@o anterior, atua impedindo a
sintese do 4cido f6lico consequentemente dificultando o crescimento bacteriano

(KIELHOFNER, 1990).

Quando presentes no ambiente aquatico, os macrolideos podem formar complexos com
os metais de transi¢ao como cobre e ferro (SHER et al., 1996; VIONE et al., 2009). A formacgao
desses complexos pode induzir a uma maior estabilidade a degradagdo por processos naturais,

conforme observado em um estudo de fotdlise que relatou 40 dias como tempo de meia vida do
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complexo Fe(III)-CLA em experimentos realizados em amostras provenientes do rio Arc, sul

da Franga (VIONE et al., 2009).

A maior estabilidade dos macrolideos no ambiente € preocupante tendo em vista que a
AZT e CLA apresentam valores de concentragdes inibitorias médias (Clso) equivalentes a,
respectivamente, 0,5 mg L e 0,002 mg L' em testes realizados utilizando algas verdes,
indicando que esses compostos inibem e interferem no metabolismo do cloroplasto (como
fotossintese e sintese de proteinas), afetando o crescimento celular e perturbando todo
ecossistema aquatico devido ao papel importante das algas como produtores primarios. Além
disso, a AZT e a CLA também afetam outros organismos, como as diatomdceas, no caso da
AZT que apresenta Clso equivalente a 0,214 mg L', e a microcrusticeos em testes realizados
com Daphnia magna, sendo a Clso da AZT equivalente a 120 mg L' e a ECso (concentragio

efetiva) da CLA equivalente a 25,72 mg L' (FELIS et al., 2020).

Assim como outros antibioticos, a presenga de AZT e CLA no meio ambiente ja foi
detectada. Em um estudo no qual se realizou o monitoramento da entrada e saida do efluente
de uma ETE na Bratislava (capital da Eslovaquia) verificou-se a entrada de altas concentragdes
de AZT e CLA (1800 + 200 ng L' e 2750 + 170 ng L™}, respectivamente) e a saida de ambos
os macrolideos ainda em altas concentragdes apos tratamento secundario, em comparagdo com
os outros fArmacos investigados, sendo observadas concentragdes de 919 = 140 ng L' de AZT

e 680 + 120 ng L' de CLA ap6s tratamento (MACKU’AK et al., 2015).

No Brasil, poucos estudos verificaram a presenca de AZT e CLA em aguas superficiais,
sendo relatado que a faixa de concentragdo em que foram encontrados os macrolideos varia de
35,9 a 158 ng L' para a AZT e de 39,2 a 199 ng L! para a CLA (ARSAND et al., 2020;
MONTEIRO et al., 2018; REIS et al., 2019). Entretanto, esses estudos de ocorréncia sao
anteriores ao cenario de pandemia causada pelo coronavirus, em que a AZT foi prescrita como
parte do tratamento de COVID-19 no Brasil. Essa alta prescricdo pode consequentemente ter
aumentado a ocorréncia de AZT em aguas. Dados fornecidos por uma empresa farmacéutica
para o nosso grupo de pesquisa sobre o consumo de antibidticos, indicam um aumento da
prescrigdo da azitromicina entre 2016 e 2020, passando de 4327145 para 5412107 unidades
prescritas, respectivamente, um aumento de 25% em 4 anos. Nesse cenario, alguns estudos de
remocao de AZT e CLA foram publicados nos tltimos anos aplicando diferentes processos de

oxidagao, reducao ou adsorgao.
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A remocao de AZT ja foi investigada aplicando processo sonoquimico utilizando 6xido
de zinco como catalisador (YAZDANI; SAYADI, 2018), adsorcio (MEHRDOOST et al.,
2022) , UV/H20z utilizando radiacao solar simulada ou lampada de vapor de merctrio (CANO
et al., 2020; SHOKRI et al., 2020), UV/SO4~ (OSPINO-ATEHORTUA; ZUNIGA-BENITEZ;
PENUELA, 2021; SADEGHI et al., 2018), fotocatalise heterogénea (CIZMIC et al., 2019;
NARAGINTI et al., 2019) e processo foto-Fenton heterogéneo utilizando um catalisador
magnético com estrutura MnFe>O4 (QIN et al., 2021).

Dentre esses estudos, cabe ressaltar a degradagao por UV/H>O», em que a degradacao
da AZT foi favorecida em valores de pH maiores, entre 6 ¢ 9, em comparacio a valores em
meio mais acido (CANO et al., 2020). Além disso, cabe ressaltar que a degradagdo aplicando
processo foto-Fenton heterogéneo atingiu 92,6% de remog¢ao de AZT (concentracdo inicial de
100 pg L) apés 240 min de aplicagdo do processo em pH 3,0, porém com lixiviagio de
aproximadamente 5 mg L' de Fe?" do catalisador com estrutura MnFe;O4 para a solugdo (QIN

etal.,2021).

A remoc¢ao de CLA foi menos investigada do que a da AZT, com estudos sobre a
degradacdo de CLA aplicando o processo eletro-Fenton (BASTURK et al., 2021), sono-Fenton
(HOSSEINI et al., 2018), foto-Fenton solar (KARAOLIA et al., 2014) e a degradagdo de CLA
utilizando ozénio (LANGE et al., 2006) e por fotolise solar (RODRIGUEZ-LOPEZ et al.,
2021).

Dentre esses estudos realizados, cabe ressaltar a degradagdo por foto-Fenton solar que
atingiu 70% de remog¢ao de CLA ¢ 95% de SMX em efluente com pH 7,4, simultaneamente,
em um reator usando 50 mg L™! de H,02 e 5 mg L' de Fe**, com concentragdes iniciais de 100

ug L de cada antibiético (KARAOLIA et al., 2014).

Os poucos estudos de deteccao e degradacdo dos macrolideos em comparagdo a outros
antibidticos deve-se provavelmente as dificuldades analiticas de detec¢do devido a baixa
absor¢ao na regiao do UV-Vis, e propriedades fisico-quimicas da AZT e CLA, como baixa
solubilidade em 4gua. Entretanto, os macrolideos mostraram-se como antibidticos

bioacumuldveis no ambiente e estudos de degradagdo tornam-se essenciais.



30

3.3. O processo Fenton em meio homogéneo e heterogéneo

Devido aos problemas que a presenga de antibioticos causam ao ambiente, a saude
humana e a ndo remogdo destes contaminantes apoOs tratamento convencional nas ETE,
diferentes estudos tém sido realizados visando remové-los ap6s tratamento nas ETE utilizando
técnicas como adsor¢do, nanofiltragdo, osmose reversa e técnicas avancgadas de oxidacao
(PATEL et al., 2019). Os processos oxidativos avangados (POA), que sdo definidos como
processos em que sao formados radicais hidroxila (HO") que, devido ao alto potencial padrao
de reducdo (E°= 2,730 V), podem oxidar vérias classes de compostos organicos a CO2, H,0 e

ions inorganicos (MIKLOS et al., 2018; NOGUEIRA et al., 2007).

O processo Fenton ¢ um POA que vem sendo muito usado devido as suas condi¢des de
operacionalidade a temperatura e pressdo ambiente, alta eficiéncia de remoc¢do de matéria
organica e custos baixos devido a utilizagdo de baixas concentragdes de reagentes. O processo
consiste na oxidagdo de matéria organica em meio aquoso contendo sais ferrosos (que atuam
como catalisadores) e peroxido de hidrogénio (Equacao 1), o qual inicia o processo de oxidagao
por mecanismos de adicao eletrofilica do radical hidroxila gerado na decomposicao de peroxido
de hidrogénio, abstracdo de atomos de hidrogénio ou por transferéncia eletronica (RAHIM

POURAN; ABDUL AZIZ; WAN DAUD, 2015).

FeZ* + H,0, — Fe** + "*OH + OH" (1)

O mecanismo de adi¢do eletrofilica ocorre com compostos com alta densidade
eletronica devido a aromaticidade ou ligagdes m em sua estrutura quimica, enquanto a
degradagdo envolvendo a abstracdo de 4tomo de hidrogénio ocorre geralmente com
hidrocarbonetos alifaticos. Quando a degradacdo envolvendo esses mecanismos ndo ¢
favorecida, como em compostos clorados, a degradagdo pode ocorrer por transferéncia
eletronica com a geracdo de diferentes radicais em solugdo provenientes do composto alvo

(NOGUEIRA et al., 2007).

A reacao de Fenton apresenta maior eficiéncia quando irradiada devido a uma foto
redu¢do do aquacomplexo de ferro em solucdo por transferéncia de carga ligante-metal,
reduzindo o ion metalico e oxidando o ligante. Essa foto redug¢do gera ions ferrosos, os quais

participam novamente da reacao de Fenton, e um radical hidroxila que participa da oxidagao da
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matéria organica (Equagdo 2), encetando um processo ciclico que ¢ conhecido como processo

foto-Fenton (THOMAS; DIONYSIOU; PILLAI 2021).

Fe(OH)*" + hv — Fe?* + "OH (2)

A degradacdo aplicando o processo homogéneo apresenta seu valor 6timo de pH em
torno de 3 devido a uma maior presenca de Fe(OH)*" nesse valor de pH, o que ¢ confirmado de
acordo com o diagrama de especiagio de Fe?" e Fe*" em funcdo do pH. Ao aumentar o valor do
pH da solucdo, a tendéncia ¢ que o ferro seja hidrolisado e precipite como hidroxidos

(PIGNATELLO; OLIVEROS; MACKAY, 2006).

Embora o ferro seja o reagente classico da reagdo de Fenton, existe a possibilidade de
sua substitui¢do completa ou parcial por outro metal de transicao (Fenton-/ike), como cobre
(Equagdes 3-4), manganés, cério e cobalto, os quais também podem reagir com H>O> e
participar da reacdo de Fenton, liberando um radical hidroxila para a solugdo (BOKARE;

CHOI, 2014).

Cu' + H,05 — Cu?" + HO" + OH 3)
Cu?* + H,0, — Cu" + HO," + OH" 4)

Além disso, os metais utilizados nas reagdes do tipo Fenton podem complexar com os
compostos-alvo e interferir no processo de degradacdo, seja acelerando ou reduzindo a
formag¢do de radicais hidroxila devido a formacdo ou n3o de um complexo fotoativo
(BATISTA; NOGUEIRA, 2012). Verificou-se, por exemplo, que o complexo de ferro com o
herbicida tebutiuron impede a reagao de Fenton por formar um complexo nao fotoativo (SILVA

etal.,2010).

Embora muito eficiente para degradacdo de diferentes classes de contaminantes
emergentes, o processo foto-Fenton homogéneo apresenta algumas desvantagens, como
geracdo de lodo de ferro, necessidade de controle rigoroso do pH do meio e a perda do

catalisador no efluente. Nesse sentido, estudos recentes visam o desenvolvimento de um
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catalisador solido para superar as desvantagens do processo convencional, ou seja, processo

Fenton heterogéneo (MUNOZ et al., 2015).

Os principais materiais que sdo aplicados como catalisadores em fase so6lida sdo os
oxidos de ferro (como magnetita e hematita) e materiais dopados com 6xidos de ferro, tendo
alguns trabalhos relatado as vantagens na utilizacdo residuos que contém grandes quantidades
de ferro (AYALA-DURAN; HAMMER; NOGUEIRA, 2020; NIDHEESH, 2015). Esses
oxidos também permitem a aplicagdo do processo foto-Fenton heterogéneo em valores de pH
mais proximos de 7 devido a uma utilizagdo de um material a base de ferro ou com imobilizagdo

de Fe** e/ou Fe?" na superficie do catalisador (MIRZAEI et al., 2017).

A magnetita (Fe3O4) tem sido muito utilizada devido a sua estrutura octaédrica que
acomoda ions de Fe(Il) e Fe(Ill), demonstrando a facil reversibilidade da oxidacdo e redugado
dos ions de ferro na mesma posi¢do e destaque entre outros catalisadores devido a sua
aplicabilidade vantajosa de apresentar em sua fase ativa ions ferrosos e férricos, ao contrario da

hematita (Fe>O3) que contém somente ions férricos (LAl et al., 2021; MUNOZ et al., 2015).

A modificagdo da magnetita com cobre (FesxCuxOs) apresenta vantagens em
comparacdo a magnetita (Fe3O4) para a degradagdo de contaminantes. Um estudo de
degradacdo de medicamentos anticincer observou uma remoc¢do de mais de 95% de 5-
fluorouracil e ciclofosfamida utilizando uma magnetita modificada com cobre por processo
Fenton heterogéneo, utilizando-a na concentragdo de 0,125 g L! com valor de x otimizado em
0,25 (Fe2,75Cu0.2504) e concentracdo de H2Oz igual a 15 mmol L™ durante 150 min de irradiacio

artificial em pH igual a 6,5 (EMIDIO; HAMMER; NOGUEIRA, 2020).

Em outro estudo, a imobilizagdo de magnetita modificada com cobre em argila, visando
a degradacdo de SMX e Trimetoprim em efluente da ETE resultou em 41% e 52% de remocao,
respectivamente, apds 150 min de aplicacdo do processo foto-Fenton heterogéneo sob
irradiacdo solar, demonstrando uma boa atividade catalitica do material apos 3 ciclos de uso

(DE JESUS; LIMA; NOGUEIRA, 2022).

Os mecanismos envolvidos na geracao de radicais hidroxila por processo heterogéneo
sdo a reacdo de Fenton na superficie do catalisador, a lixiviagdo de ferro do catalisador para o
meio com posterior reagao do ferro com H>O> em meio homogéneo e a geracdo de radicais

hidroxila por combinacao dos processos homogéneo e heterogéneo (HE et al., 2016).
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4. PARTE EXPERIMENTAL
4.1. Reagentes utilizados

Os reagentes utilizados, companhias fornecedoras e grau de pureza ao longo de toda

pesquisa estao apresentados na Tabela 2.

Tabela 2: Reagentes utilizados no Brasil e Italia.

Fornecedor, pureza ou teor

Reagente

Brasil Italia
Claritromicina Supelco, Sigma-Aldrich, > 98%  Supelco, Sigma-Aldrich, > 98%
Azitromicina Supelco, Sigma-Aldrich, > 98%  Supelco, Sigma-Aldrich, > 98%
Sulfametoxazol Sigma-Aldrich, > 98% Sigma-Aldrich, > 98%

Per6xido de Hidrogénio

Fosfato Monopotassico

(KH2PO4)
Hidréxido de Potassio

(KOH)

Acetonitrila para HPLC

(gradiente)

Metanol para HPLC
(gradiente)

Acido Férmico
Sulfato de Cobre
Sulfato de Ferro(II)
Cloreto de Ferro(I1I)
anidro

Nitrato de Ferro(III)
lodeto de Potéssio
Hidroxido de sodio
Hidréxido de Aménio
Metavanadato de
Amonio

Acido Sulftrico

Synth, 29% (v/v)

J. T. Baker, > 99%

Exodo Cientifica, > 90%

Exodo Cientifica ou Carlo Erba

Exodo Cientifica ou Carlo Erba

J. T. Baker, 88%
Fmaia, 98,0 — 102,0%
Synth, > 99%

VETEC, > 98%

Exodo Cientifica, > 98%
Synth, > 99%

Exodo Cientifica, > 97%
Synth, 27%

VETEC, = 99%

Synth, 95,0 — 98,0%

AppliChem Panreac, 30% (v/v)

Carlos Erba, > 99%

Sigma-Aldrich, 98%

VWR Chemicals BDH

VWR Chemicals BDH ou Carlo
Erba

Carlo Erba
Sigma-Aldrich, > 99%

Synth, 95,0 — 98,0%
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Hidroxilamina Exodo Cientifica, > 96% -
Acetato de sodio Exodo Cientifica, > 98% -
1,10-Fenantrolina VETEC, > 99,5% -
Acido cloridrico Scharlau, 37% -
Citrato de sodio Sigma-Aldrich, > 99% -
Acido

Sigma-Aldrich -

batocuproinodissulfonico
Cloroformiato de 9-
fluorenilmetila (FMOC-  Sigma-Aldrich -
Ch
Fosfato Monossodico
- Sigma-Aldrich, > 99%
(NaH2PO4)

Fosfato Dissodico
- Sigma-Aldrich, > 99%

(Na;HPO4)

Fenol 99% pureza - VWR Chemicals BDH
4-Aminoantipirina - Sigma-Aldrich
Peroxidase(VI) - Sigma-Aldrich

Acido Fosférico 85% - AppliChem Panreac
Acetato de Amonio - Carlo Erba

4.2. Preparo das solu¢des padraoes, testes de solubilidade e coleta dos efluentes

Foram realizados testes de solubilidade variando entre 0 a 50% a propor¢do de
acetonitrila/dgua ultrapura para a dissolu¢do de 500 mg L' de AZT e CLA. As solugdes padrdes
de AZT e CLA 500 mg L™ (6,67 x 10" mol L) foram preparadas isoladamente utilizando agua
ultrapura (Millipore Direct-Q) e Acetonitrila (grau HPLC) na propor¢ao 50:50 (v/v), seguido
por 30 min no ultrassom para completa solubilizacdo. A solugdo padrio de SMX 100 mg L
foi preparada em agua ultrapura, seguido por 30 min no ultrassom para completa solubilizagao.
Os experimentos de degradacdo foram realizados variando a faixa de concentragdo dos
antibidticos entre 5000 e 200 nug L', escolhida de acordo com a sensibilidade na analise

cromatografica com o detector DAD.

Para estudo do efeito da matriz na cinética de degradagdo dos antibioticos foi realizada

uma coleta do efluente da Estacio de Tratamento de Esgotos de Araraquara
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(DAAE/Araraquara) em maio/2023. O tratamento de efluentes da estacdo de Araraquara baseia-
se em lagoa de aeragdo + lagoa de sedimentacdo e serve uma populacdo de 242228 habitantes,
de acordo com o censo de 2022. O efluente foi coletado em frasco de vidro &mbar e mantido
refrigerado até a chegada no laboratério, quando foi filtrado com papel filtro qualitativo para
remover solidos suspensos, e posteriormente armazenado por um maximo de 5 dias a 4 °C até
a realizacdo dos experimentos de degradagdo. Parametros como DBO, oxigénio dissolvido,
nitrogénio e fosforo totais, entre outros, foram obtidos junto a companhia de saneamento
(Anexo 1). A determinagdo de Carbono Organico Total e pH foram feitas no laboratério para

caracterizacgdo do efluente.

4.3. Caracterizacio espectrofotométrica dos macrolideos

Conforme relatado na literatura (KHOSHNOOD; ZAKARIA; ESHAGHI, 2013;
VIONE et al., 2009), os macrolideos podem formar complexos com metais de transi¢do e
portanto foi realizado um estudo para avaliar a possivel complexagao entre os macrolideos e os
metais de transi¢ao utilizados no processo Fenton.

Fixou-se as concentra¢des dos farmacos (0,5 mmol L) e variou-se a concentracdo dos
metais de transi¢do entre 0 e 3 mmol L', buscando aumentar gradualmente a concentracdo dos
metais e atingir diferentes propor¢des estequiométricas. Todos os experimentos foram
realizados em baldes volumétricos de 5 mL com a mesma concentragdo das solugdes dos
farmacos. Os baldes continham 50:50 acetonitrila/agua ultrapura devido a baixa solubilidade
dos macrolideos (< 2,5 mg L") e o pH foi ajustado para 2,5 (pH 6timo de aplicagiio do processo

Fenton).

Diferentes volumes de solugdes estoques com concentragio de 10 mmol L' de
FeS04.7H>0, CuS04.5H>0 e Fe(NO3)3.9H>O foram adicionadas. Os espectros de absorcao
molecular foram registrados entre 200 nm e 800 nm em um espectrofotometro Shimadzu
UVmini-1240 utilizando uma cubeta de quartzo com caminho 6ptico de 1 cm.

Realizou-se uma andlise dos dados obtidos com a finalidade de verificar a
estequiometria dos complexos a partir de um grafico que relaciona a razao molar metal/ligante
com os comprimentos de onda de absor¢do maxima dos complexos que foram identificados

experimentalmente (POZDNYAKOV et al., 2015).
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4.4. Sintese dos catalisadores

A magnetita e magnetitas modificadas com cobre foram sintetizadas pelo método da
coprecipitagio em condi¢des otimizadas, conforme ja relatado (EMIDIO; HAMMER;
NOGUEIRA, 2020). Utilizou-se sal de Fe(III) (0,0119 mol) como precursor e iodeto de potassio
(0,004 mol) como agente redutor, sendo as duas solu¢des misturadas a temperatura ambiente
com agitagao por uma hora para permitir que fosse atingido o equilibrio quimico (Equagao 5).
Adicionou-se sal de Cu(Il) em proporcdo estequiométrica Cu/Fe?" de 1:1 (CATI) ou 1:4
(CAT?2) antes da precipitagdo da magnetita modificada utilizando NaOH 2 mol L' (ou NHsOH
27% v/v, no caso da magnetita pura) até atingir o pH 9,5 (Equacdo 6). Apds precipitacdo, os
materiais foram filtrados, lavados até a agua de lavagem atingir um valor proximo de 7 e secos
a 80 °C por 12 h em uma mufla. A magnetita pura sintetizada e comercial foi utilizada para

comparar suas caracteristicas com CAT1 e CAT2.

3Fe’ " (aq) + T'aq) = 2Fe aq) + Fe* ag) + V2 Lags) (5)

Ya Cu2+(aq) + Fe2+(aq) + 2Fe3+(aq) + 80H (ag) — FCIHzFCHO,75CuHo,2504(S) + 4H,0q) + Y4 Fez+(aq) (6)

4.5. Aplicacao do processo foto-Fenton homogéneo e heterogéneo

A degradagdo de AZT, CLA e SMX foi estudada por processo foto-Fenton em meio
homogéneo e heterogéneo. No processo homogéneo, utilizou-se sais de Fe(Il) ou Cu(Il) como
catalisadores, sendo o pH do meio ajustado para 2,5 antes da aplicagdo do processo. No
processo heterogéneo, utilizou-se CAT1 e CAT2 como catalisadores e o pH foi ajustado para
6,5 ou 5,4. Em ambos os processos, H>O» foi utilizado como agente oxidante.

A degradacao, no Brasil, foi realizada em um reator equipado com duas lampadas de
luz negra de 15 W, com maximo de emissao em 365 nm. O volume inicial de solugdo foi de
300 mL (contendo 1% v/v de acetonitrila) e aliquotas foram retiradas em 0, 20, 40, 60, 90 ¢ 120
min para andlise e filtradas em filtro de seringa de nylon (0,45 pm) antes da inje¢do no
cromatografo. O reator utilizado apresenta didmetro de 10,1 cm (externo) e 9,3 cm (interno).
Além disso, a profundidade da solucao no reator durante aplicacao do processo foi de 4,5 cm,
sendo posiciona a 4,5 cm abaixo da lampada de luz negra. Além disso, utilizou-se CATI.

Na Italia, os experimentos foram realizados utilizando CAT2 em um reator equipado

com apenas uma lampada de luz negra de 15W e as aliquotas para andlise foram filtradas em
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filtro de seringa de PTFE (0,45 um) antes da inje¢dao no cromatédgrafo. O reator utilizado foi o

mesmo do Brasil bem como a distincia da solugdo em relacdo a lampada de luz negra.

4.6. Caracterizacoes

4.6.1. Difragdo de Raios-X

Os catalisadores foram caracterizados por difratometria de raios X (DRX) em
equipamento modelo SmartLab SE (Rigaku) usando a radiagdo Cu-Ka em A = 1,54186 A°.
Utilizou-se uma voltagem de 40 kV e corrente de 20 mA. Os difratogramas foram coletados

com passo de 0,02° e velocidade de scan de 2° min™! entre os angulos (20) 10° e 100°.

4.6.2. Isotermas de adsor¢do e dessor¢ao de N»

A area especifica e porosidade das amostras foram determinadas por meio de isotermas
de adsorcao e dessor¢do de nitrogénio em um equipamento ASAP 2010 (Micromeritics). As
amostras foram previamente desgaseificadas a 383 K por 12 horas sob vacuo antes da analise.
Os valores de area especifica foram calculados por meio do modelo de Brunauer Emmett-Teller

(BET).

4.6.3. Fluorescéncia de Raios-X (ED-FRX)

As andlises de FRX foram realizadas em um espectrometro de fluorescéncia de raios-X
de energia dispersiva da marca PANalytical modelo MiniPal 4 com tubos de raios-X com anodo
de Rodio (Rh). A quantificacdo foi realizada por meio de métodos de correcio de influéncia,
no qual o equipamento de ED-XRF mede as intensidades da emissao dos raios-X dos elementos
presentes em amostras-padrao, cujos elementos e suas concentracdes sdo conhecidos, € com o
uso de um software dedicado, usa tais intensidades e uma série de interagdes matematicas para
fornecer as concentragdes dos elementos quimicos presentes em uma amostra desconhecida por

meio da comparagao.

4.6.4. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)
As imagens de MEV dos catalisadores foram obtidas em um equipamento Hitachi Dual

- Beam FIB-SEM NB5000.
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4.7. Analises Quimicas

4.7.1. Carbono Organico Total (COT)

A quantificagdo da matéria organica do efluente coletado, apos filtragdo com papel
qualitativo, foi determinada por andlise de carbono orgénico total em um analisador de carbono
Shimadzu TOC-LCSH. Nesse equipamento, a amostra ¢ injetada em um tubo de combustdo a
680 °C contendo platina suportada em alumina onde ocorre a oxidacao catalitica a CO; e
determina-se o carbono total (CT). Determina-se também o carbono inorganico (CI) quando a
amostra injetada reage com o reagente CI (4acido fosforico 10%), sendo todo carbono inorganico
convertido a CO; e detectado por absor¢do no infravermelho. A concentragdo de COT ¢ dada

pela diferenca entre CT e CI.

4.7.2. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

No Brasil, a concentragdo dos antibidticos durante a degradacdo foi monitorada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) em um instrumento Shimadzu LC-20AT
equipado com um detector de arranjo de diodos (SPD-M20A). Na Italia, realizou-se o
monitoramento utilizando um equipamento de HPLC VWR-Hitachi LaChrom Elite equipado

com desgaseificador a vacuo (Duratec) e detector de arranjo de diodos (L-2455).

4.7.3. Determinagao de H>O» residual, cobre e ferro

Em experimentos realizados no Brasil, a decomposi¢do do perdxido do hidrogénio
durante aplicacdo do processo Fenton foi monitorada espectrofotometricamente por meio de
uma reagao entre metavanadato de amoénio e peréxido de hidrogénio, formando peroxovanadio
(Equagdo 7), com maximo de absor¢cao em 450 nm (NOGUEIRA; OLIVEIRA; PATERLINI,
2005). A faixa linear para este método variou de 0,05 a 10 mmol L', com limite de

quantifica¢do (LQ) de 50 pmol L™! e limite de detec¢o (LD) de 20 pmol L',

VO3;™+ 4H" + H0, — VO2*" + 3 H,0 (7

Durante o periodo de Estagio de Pesquisa na Itdlia, outro método espectrofotométrico
de quantificagdo de perdxido de hidrogénio foi utilizado (METELITZA; LITVINCHUK;
SAVENKOVA, 1991). Esse método utiliza peroxidase, fenol e 4-aminoantipirina para gerar
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um cromoéforo que, em pH 7 (tamponado com fosfato, no caso dos experimentos realizados),
absorve em 505 nm. O método consiste na oxidacdo do fenol com o perdxido de hidrogénio na
presenca de peroxidase, formando um radical que se estabiliza por ressonancia. Posteriormente,
o radical formado reage com a 4-aminoantipirina, gerando o radical 4-aminoantipirina
(AmNH>). O radical AmNH> reage novamente com o radical formado a partir do fenol por meio
da formacao de uma ligagdo C-N entre os radicais, ocasionando na formac¢ao de um composto
(reagente), que ¢ oxidado na presenca de H>O; e forma um produto que apresenta um grupo
cromoforo (Figura 4). Utilizou-se um espectrofotdmetro Varian CARY 100 Scan de duplo feixe
para determinagao espectrofotométrica de H>O: residual. A faixa linear para este método variou

de 10 a 500 umol L™, com LQ de 10 umol L' ¢ LD de 4 umol L.

OH o o
H,0, 2H,0
g» -
E

Fenol o
e}
o o o] ) H
NH, o8 @
O — O~ = O
\N N /N °
/ /
4-aminoantipirina Reagente
O,
O,
n H,0, 2H,0 N\
' ~ ON | \@
\N \N ¢}
o
/ /
Reagente Produto com croméforo

Figura 4: Reacdes envolvidas no método de quantificagdo de peroxido de hidrogénio residual
utilizado durante o Estagio Pesquisa na Italia. E = peroxidase.

A concentracao de ions cobre em solucao apds aplicacao do processo heterogéneo foi
determinada por meio do método espectrofotométrico da batocuproina (A = 484 nm), enquanto
a concentragdo dos ions de ferro foi determinada espectrofotometricamente utilizando 1,10-
fenantrolina (A = 510 nm) (APHA, 2017). A faixa linear para a curva de cobre variou de 1 a 50
umol L', com LQ de 1 umol L! e LD de 0,4 umol L. A faixa linear para a curva de ferro

variou de 1 a 100 pmol L', com os mesmos LQ e LD obtidos para a curva de cobre.
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4.7.4. Determinacao dos produtos de degradagao utilizando Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia acoplada a espectrometro de massas

Os produtos de degradagao de AZT e CLA por processos foto-Fenton homogéneo
(usando Fe(Il)) e heterogéneo (usando CAT1) foram identificados durante estagio na Italia por
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de arranjo de diodos e um
espectrometro de massas (HPLC-DAD-MS, do inglés high performance liquid

chromatography, coupled with diode array detection and mass spectrometry).

Utilizou-se um equipamento Thermo Scientific Accela equipado com injetor automatico
(20 pL de volume de inje¢do), com uma bomba quaternaria Accela e com um detector de arranjo
de diodos Accela. Utilizou-se uma coluna Luna® C18 100 A (150 x 3 mm x 3 um da
Phenomenex) em temperatura de 30 °C. A fase movel consistiu em solucao aquosa de acetato
de amonio 0,005 mol L' em pH 7.5 ajustado com KOH 10% (eluente A) e acetonitrila (eluente
B). Realizou-se um gradiente com vazdo de 0,2 mL min™! para identificagdo dos produtos de
transformagao (tempo, %A/%B): 0 min, 97%/3%; 3 min, 97%/3%; 25 min, 0%/100%; 30 min,
0%/100%; 30,5 min, 97%/3%; 35 min, 100%/0%. A detecg¢ao utilizando o DAD foi realizada

em 230 nm devido a instabilidade da linha de base em 205 nm ao se utilizar um gradiente.

O espectrometro de massas acoplado ao sistema de HPLC foi um Thermo LCQ Fleet
(ion-trap) equipado com ionizagao por eletrospray (ESI, do inglés electrospray ionisation). A
analise inicial “Full Scan MS-MS” foi realizada no modo de operacao positivo e a energia de
colisdo foi de 35 eV. O software Xcalibur (Thermo Scientific, Mildo, Italia) foi utilizado para
aquisi¢ao e tratamento dos dados, sendo escolhido usar o “base peak” no lugar do “fotal ion
chromatogram (TIC)” para identificacdo dos produtos de transformagao devido ao melhor sinal

obtido.

As amostras foram coletadas ap6s 30 min (homogéneo) e 60 min (heterogéneo) de aplicacao
dos processos, individualmente para cada farmaco. Esses tempos foram escolhidos por
corresponderem a aproximadamente 45% de degradacdo dos macrolideos por ambos os
processos, o que permite a comparacgdo dos produtos gerados em cada caso. Amostras também
foram coletadas ap6s 120 min de aplicagdo do processo heterogéneo. Cabe ressaltar que o
equipamento de massas utilizado foi de baixa resolucdo, sendo usado o tempo inicial (0 min)

dos experimentos como controle.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Desenvolvimento e validacdo dos métodos analiticos utilizados

5.1.1. Quantifica¢do de AZT, CLA e SMX no Brasil

A concentracdo dos antibidticos durante a degradacao foi monitorada por cromatografia
liquida de alta eficiéncia. Para definir as melhores condi¢des de analise para os macrolideos de
forma simultanea, avaliou-se diferentes colunas e o efeito da variacdo da composi¢ao da fase
movel, temperatura da coluna, pH da amostra, modo de elui¢do e o detector empregado para

separagdo e quantificagdo dos macrolideos (Tabela 3).

Tabela 3: Condi¢des cromatograficas avaliadas para determinagdo do método analitico.

DETECTOR

DAD FLU

LUNA OMEGA POLAR Ci5150 x 4,6 mm, 5 um
LUNA Cig 150 x 4,6 mm, 5 um
LUNA Ci5250 x 4,6 mm, 5 um

Colunas
EVO Kinetex Cig 150 x 4,6 mm, 5 um
REZEX ROA-ORAGANIC ACID H+ (8%) 300 x 7,8 mm
GEMINI Cig 150x4,6 mm, 5 um
Excitagao: 265
A (nm) 205¢210
Emissao: 315
ACN ou MeOH / Acido
Formico 0,1% ou tampao ACN ou MeOH / tampao fosfato

Fase Mével (FM) fosfato (monobasico / dibasico) (monobasico/ dibasico) nas
nas concentragdes 0,01 ¢ 0,02 concentragdes 0,01 e 0,02 mol L!
mol L!

Temperatura (°C) 30,40 ¢ 50

Vazido (mL min))  0,3;0,5;0,8; 1,0; 1,2

Isocratico: porcentagens de 50, 60, 70, 80 ¢ 90% de solvente
organico na composic¢ao da FM.

Modo de Eluicdo Gradiente: de 20% a 90% de solvente orginico em um intervalo de 1
hora para identificar se apareciam picos e em qual porcentagem
aproximada de solvente organico, antes de realizar a anélise em
modo isocratico.

Concentracao dos

Farmacos (mg L) 1;2;10; 50 € 100 0,3;1¢e10
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Os macrolideos ndo foram detectados com as colunas Kinetex e GEMINI por UV-DAD,
mesmo ao variar a temperatura entre 30 e 50 °C e testar duas fases méveis diferentes: acido
formico 0,1% e tampao fosfato 0,02 mol L™ pH 7. Em todas as colunas avaliadas, a utilizagdo
de acido formico na composigdo da fase mével prejudicou a detecgdo pois os cromatogramas
ndo mostraram picos, o que pode ser atribuido a baixa absor¢do da espécie protonada dos
macrolideos em meio 4cido, uma vez que apresentam valores de pKa iguais a 8,5 (AZT) e 8,99
(CLA) (PubChem, 2023). Além disso, métodos oficiais descritos em farmacopeias evidenciam

a necessidade da realizagdo das analises em meio basico (European Pharmacopoeia, 2016).

Realizou-se testes utilizando tampao fosfato (monobasico ou dibésico) em pH 7,5
(proximo ao pKa da azitromicina) como fase movel. Os testes nas colunas LUNA POLAR e
LUNA 250 mm mostraram-se insatisfatorios apos a variagao de parametros como temperatura,
vazao ou aumento da porcentagem de acetonitrila para 90% na composi¢do da fase movel em
modo isocratico. Utilizando a coluna REZEX ROA, foi possivel identificar um pico em 210 nm
que pode ser atribuido a CLA, porém o método ndo se mostrou sensivel a variacdo da
concentracao deste farmaco (Figura 5). Uma particularidade desta coluna ¢ a sua utilizagao para
a separagao de acucares, sendo esperado que tanto a AZT quanto a CLA apresentassem picos
com tempos de retengdo muito proéximos, pois os acucares ligados ao anel macrolideo ¢ o
mesmo em ambas as moléculas: desosamina e cladinose. Nao se observou pico para a AZT
utilizando esta coluna e seu uso foi descartado para desenvolvimento e validagdo do método

analitico.
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Figura 5: Cromatogramas de CLA nas concentragdes de a) 10 mg L!; b) 5 mg L. Condigdes: Coluna
REZEX ROA Organic Acid; modo isocratico ACN/tampao fosfato monobésico 0,02 mol L' pH 7,5
(80:20 v/v); Temperatura de 50 °C; A = 205 nm e vazdo = 1,2 mL min™".
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Utilizando a coluna LUNA 150 mm, foi possivel detectar AZT ¢ CLA por UV-DAD
em concentracdo inferiores a 0,5 mg L' e em um baixo comprimento de onda (205 nm),
proximo do limite do detector do equipamento. Com o objetivo de viabilizar a quantificacao
dos macrolideos em concentragdes abaixo de 0,5 mg L, realizou-se experimentos para a
derivatizacdo dos macrolideos com cloroformiato de 9-fluorenilmetila (FMOC-CI), seguida da
posterior deteccao por fluorescéncia (BAHRAMI; MIRZAEEI; KIANI, 2005; WILMS et al.,
2005).

O FMOC-CI ¢ um derivatizante capaz de formar compostos estaveis com grupos
funcionais amina e com hidroxilas, sendo um reagente utilizado para derivatizagdo de
aminoacidos e macrolideos (TORANO; GUCHELAAAR, 1998). Além disso, a sensibilidade
dos métodos que derivatizam macrolideos com FMOC-CI ¢ aumentada de acordo com a
presenga de um maior nimero de hidroxilas na estrutura do anel macrolideo, sendo apresentado,
por exemplo, uma maior sensibilidade na reacdo do FMOC-CI com a AZT do que com a CLA

(BAHRAMI; MOHAMMADI, 2007).

O cromatograma com detec¢do de fluorescéncia obtido para a AZT ap0s a derivatizagdo
mostra o aparecimento de picos cromatograficos sobrepostos (Figura 6). Nenhum desses picos
variou linearmente com a variacdo da concentragdo de AZT, o que indica que os picos
observados sao o resultado de uma decomposicao do derivatizante e/ou do farmaco durante o
processo de derivatizagdo, o qual ocorre a 40 °C por 40 min. Varia¢des para vazdes na faixa
entre 0,3 e 1,2 mL min™! nio foram suficientes para a separaco destes picos. A derivatizagdo

de CLA resultou em comportamento analogo ao observado para a AZT.

V(x100,000)
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Figura 6: Cromatogramas de AZT em diferentes concentragdes obtidos apds derivatizagdo com
FMOC-CI. Condigdes: coluna LUNA C;s 250 mm; modo isocratico metanol/tampao fosfato 0,02 mol
L'; pH 7 (70:30 v/v); 50 °C; vazdo = 1,0 mL min™!. Preto = AZT 10 mg L!; Rosa=AZT 1 mg L;
Azul = AZT 0,3 mg L''; Marrom = FMOC-CI. Detec¢do por fluorescéncia nos comprimentos de onda
de 265 nm (excitacdo) e 315 nm (emissdo), Vipjecio = 40 pL.
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A quantidade de impurezas detectadas dificulta o desenvolvimento de um método
analitico simultaneo para deteccdo de AZT e CLA. Além disso, as impurezas tornam este
método invidvel para monitoramento da concentracdo dos macrolideos durante os experimentos

de degradacao, os quais podem interferir no método analitico por gerar produtos de degradagao.

Optou-se por aumentar a concentragdo dos macrolideos para valores acima de 0,5 mg
L com a finalidade de permitir a deteccio com o detector DAD e descartou-se a possibilidade
de derivatizagdo. O melhor resultado foi obtido com a coluna LUNA Cig (150 mm x 3 mm x 5
um da Phenomenex) ap6s variagdo da temperatura do forno, vazao e porcentagem de ACN na
composicao da fase movel. Para detec¢do dos macrolideos, realizou-se uma eluicao isocratica
com ACN/tampio fosfato monobasico 0,02 mol L' ajustado para pH 7,5 (80:20). Utilizou-se
uma vazio de 0,5 mL min™!, o volume de injecdo foi de 40 pL, a temperatura foi fixada em 50
°C e a deteccao foi realizada no comprimento de onda de 205 nm. Observou-se um pico com
tempo de retengdo (tr) em 9,5 min referente a CLA, e um pico em 11,9 min referente a AZT

(Figura 7), o que esta coerente com a polaridade dos dois fArmacos.
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Figura 7: Cromatogramas de AZT e CLA nas concentragdes de 50 mg L!. Condigdes: coluna LUNA
Cis 150 mm; modo isocratico ACN/tampdo fosfato monobasico 0,02 mol L' pH 7,5 (80:20 v/v); 50
°C; vazdo = 0,5 mL min™'. Detec¢do em 205 nm € Vipjecio = 40 pL.
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Os picos apresentam uma boa separagao entre eles (resolugdo de 2,22) que permitiu o
desenvolvimento e validacao de um método analitico para detec¢ao desses farmacos. O método
desenvolvido permitiu a determinagdo simultanea de ambos os farmacos, com picos simétricos,
baixo tempo de analise e auséncia de impurezas nas condi¢des adotadas e no tempo de retengao
dos analitos.

Em paralelo, montou-se uma curva analitica para quantificacdo de SMX segundo um
método ja desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa (DE JESUS; LIMA; NOGUEIRA, 2022).
Utilizou-se a coluna LUNA POLAR Cis (150 mm x 4 mm x 5 pm da Phenomenex). Realizou-
se uma eluicao isocratica com metanol/acido formico 0,1% (25:75). Utilizou-se uma vazao de
0,8 mL min™!, o volume de inje¢io foi de 40 uL, a temperatura foi fixada em 40 °C e a deteccio
foi realizada no comprimento de onda de 270 nm. Observou-se o aparecimento de um pico que
pode ser atribuido ao SMX em 11,3 min e construiu-se duas curvas de calibragdo para o SMX

nas faixas de concentracio entre 0,05 a 0,6 mg L™! (inferior) e 0,6 a 2,0 mg L™!(superior).

A linearidade das curvas analiticas para quantificacdo de AZT, CLA e SMX foi
verificada empregando a andlise de varidncia (ANOVA) que consiste em realizar um teste
estatistico para verificar se as variancias em y sdo independentes dos niveis de concentragao
em x (ALMEIDA; CASTEL-BRANCO; FALCAO, 2002; CHUI; ZUCCHINI; LICHTIG,
2001; PIMENTEL; NETO, 1996). Empregando a ANOVA (Tabela 4), compara-se os valores
de Fiap (obtido por meio de uma tabela de distribui¢@o F) para o grau de confianga de 95% com
o valor de Fcac obtido através do calculo da razdo das médias quadraticas para os modelos

avaliados.
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Tabela 4: ANOVA para ajuste do modelo de regressao linear para quantificagdo dos antibidticos.
(dados obtidos no Brasil).

Farmaco Fonte G. L. Média Quadratica  Fealc Ftab
Regressdo 1 1,86x10'° 1071,21 4,67
Residuo 13 1,74x107

AZT
Falta de Ajuste 3 6,20x10° 2,19 3,26
Erro Puro 13 4,09x10°
Regressdo 1 2,45x10'° 6968,09 4,49
Residuo 16 3,51x10°

CLA
Falta de Ajuste 4 1,45x10° 0,34 3,26
Erro Puro 12 4.20x10°
Regressao 1 1,25x10" 44186,65 4,67
Residuo 13 2,82x10°

SMX? _
Falta de Ajuste 3 6,34x10° 3,58 3,71
Erro Puro 10 1,77x10°
Regressao 1 2,14x10" 20139,69 4,67
Residuo 13 1,06x10°

SMXP _
Falta de Ajuste 3 1,59x10° 1,06 3,71
Erro Puro 10 1,50x10°

a = curva superior para o SMX; b = curva inferior para o0 SMX; ¢ = graus de liberdade.

Observa-se que os valores de Fcac>Fup para todos os farmacos no que se refere a
regressdo € Fcac<Fup para todos os farmacos ao analisar a falta de ajuste (Tabela 4). Esse
resultado indica que hé significancia entre os valores experimentais obtidos ao se analisar a
linearidade da regressao, indicando que a curva se ajusta a um modelo linear. Além disso, esse
resultado indica que ndo hé significancia para a variacdo de variancia ao longo de todas as
concentragdes em X, indicando que os modelos ndo precisam de ajuste e adequam-se a faixa
linear de estudo. A ANOVA indica que as curvas podem ser utilizadas para quantificar a

concentracdo dos antibidticos durante os experimentos de degradagao realizados.

A Tabela 5 resume os parametros das curvas analiticas e a faixa linear do método, assim
como os respectivos limites de detec¢do e quantificacdo obtidos experimentalmente. Os LQ
foram determinados experimentalmente pela diluicdo de solugdes padrdes e observando um

desvio padrdo menor que 5% entre diferentes padroes (INMETRO, 2016). Os LD foram
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determinados dividindo o valor de LQ por 3,3 e verificando experimentalmente se na

concentragdo estabelecida para o LD o equipamento fornecia uma resposta.

Tabela 5: Parametros da curva analitica e limites de detec¢@o e quantificagdo dos farmacos por

HPLC/UV em agua.
Curva analitica LD LQ
Analitos  Faixa linear (mg L)
b' a> R? (mgL') (mgL")

AZT 1,0-15,0 11018,9  -956,7 0,9880 0,30 1,0
CLA 0,6-10,0 11242,6  -1102,5 0,9977 0,18 0,6
SMX 0,05-0,6 185219,6  -695,3 00,9993 0,015 0,05
SMX 0,6-2,0 179731,9 2652,3 0,9997 - -

1: coeficiente angular; 2: coeficiente linear; R%: coeficiente de correlagdo; y = a + bx.

5.1.2. Quantificacdo de AZT, CLA e SMX na Italia

Testou-se duas colunas cromatograficas durante o periodo de estdgio pesquisa em
condi¢des similares ao método desenvolvido no Brasil para separagdo e quantificagdo dos
macrolideos durante os experimentos de degradagao. Também se desenvolveu e validou-se um
método para quantificacdo de SMX. Em todos os métodos foram estudados o efeito da variagao

de vazdo, concentracao da fase mdvel e volume de injegao.

Para separacdo e quantificagdo simultdnea dos macrolideos, os melhores resultados
foram obtidos utilizando uma coluna Purospher® STAR RP-18 endcapped (250 mm x 4 mm X
5 um da Merck). Realizou-se uma elui¢do isocratica com ACN/tampao fosfato monobdasico
0,005 mol L™ pH 7,5 (80:20). Utilizou-se uma vazio de 0,8 mL min™!, o volume de inje¢do foi
de 60 uL, a temperatura foi fixada em 40 °C e a detecgao foi realizada no comprimento de onda
de 205 nm. O tempo de retengdo da CLA e AZT foram, respectivamente, 8,12 ¢ 10,15 min
(similares aos valores do método desenvolvido e validado para quantificagdo no Brasil). Os
picos apresentaram boa separacao entre eles (resolugdo de 1,7) que permite o desenvolvimento

e validacdo de um método analitico para deteccdo desses farmacos.

Em outras condi¢des, como uma vazio de 1,0 mL min’!, observou-se a coeluicdo dos
farmacos. Valores menores de vazdo, como 0,5 mL min™' (mesma utilizada no Brasil) ou 0,7
ml min!, resultaram em aumento no tempo de retencdo dos firmacos. Em concentragdes

maiores de tampdo fosfato, como 0,02 mol L! (mesma utilizada no Brasil) ou 0,01 mol L™,
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observou-se o aparecimento de picos duplos para AZT e CLA ap06s dias de utilizagdo da coluna.
Esses picos duplos apareceram devido a baixa solubilidade do tampao fosfato em altas
concentragdes de solvente orgdnico e em pH acima de 7 que resultaram na precipitagdo de
fosfato na pré-coluna. A varia¢do do volume de injecao (40 ou 60 pL) apenas aumentou o sinal

analitico obtido para as inje¢des de volume maior.

Para quantificagao do SMX, utilizou-se uma coluna LiChroCART RP-18 cartridge (125
mm X 4 mm x 5 um da Merck). Realizou-se uma elui¢cdo isocratica com metanol/agua
acidificada (HsPOu, pH 3) (25:75). Utilizou-se uma vazio de 0,8 mL min™!, o volume de injecdo
foi de 60 uL, a temperatura foi fixada em 40 °C e a detec¢do foi realizada no comprimento de
onda de 270 nm. Observou-se o aparecimento de um pico atribuido ao SMX em 7,8 min. Os
resultados obtidos foram muito satisfatorios e proximos aos obtidos no Brasil, ndo sendo

necessario testar outras condigdes para quantificacdo do SMX.

Construiu-se curvas de calibracdo para quantificacdo dos antibidticos durante os
experimentos de degradagdo (Tabela 6). Optou-se por desenvolver duas curvas diferentes para
quantificagdo de SMX devido a perda de linearidade observada ao variar-se a faixa de
concentragdo de 0,05 até 2,5 mg L!. Os LQ foram determinados experimentalmente pela
dilui¢do de solucdes padrdes e observando um desvio padrdao menor que 5% entre diferentes
replicatas de padroes (INMETRO, 2016). Os LD foram determinados dividindo o valor de LQ
por 3,3 e verificando experimentalmente se na concentragdo estabelecida para o LD o

equipamento fornecia uma resposta.

Tabela 6: Parametros da curva analitica e limites de detec¢do e quantificagdo dos farmacos por
HPLC/DAD em agua na Italia.

Curva analitica LD LQ
Analitos  Faixa linear (mg L)
b! a? R? (mgL") (mgL")
AZT 0,8-15 35273 -18873 00,9994 0,23 0,75
CLA 0,5-15 40483 -8130  0,9976 0,15 0,50
SMX 0,05-10,75 1041440 -29638 00,9884 0,014 0,05
SMX 0,5-2,5 1045440 -55170 0,9984 - -

1: coeficiente angular; 2: coeficiente linear; R%: coeficiente de correlagdo; y = a + bx.
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Empregou-se a Andlise de Varidncia (ANOVA) com a finalidade de verificar a
linearidade dos modelos e a necessidade de ajuste das curvas de calibracdo. Para todos os
analitos obteve-se valores muito superiores, no que se refere a linearidade, para o F calculado
(Feale) em comparagdo aos valores obtidos para o F tabelado (Fup), 0 que indica que ha
significancia entre os valores e as curvas construidas sdo lineares (Tabela 7). Também se
observa que os valores de Fcaic > Frab a0 analisar-se a falta de ajuste para a AZT, CLA e SMX
(inferior) (Tabela 7). Para a falta de ajuste, espera-se que nao haja significancia entre os valores
(Feale < Fiab) € que a variancia, portanto, nao seja significativa ao longo de toda a faixa linear. A
regressao pelo método dos minimos quadrados considera que todas as concentragdes (xi) t€m a
mesma variancia no que se refere a resposta (yi), o que pode ndo acontecer principalmente em
curvas construidas em uma ampla faixa linear (ALMEIDA; CASTEL-BRANCO; FALCAO,
2002; PIMENTEL; NETO, 1996).

Tabela 7: ANOVA para ajuste do modelo de regressdo linear para quantificagdo dos antibioticos
(dados obtidos na Italia).

Farmaco Fonte G. LS Média Quadratica  Fcalc Ftab
Regressio 1 4,00x10" 17794,74 4,96
Residuo 10 2,25x107

AZT
Falta de Ajuste 4 5,36x107 30,71 4,53
Erro Puro 6 1,74x10°
Regressio 1 6,04x10'"! 5061,57 4,74
Residuo 12 1,19x103

CLA
Falta de Ajuste 5 2.85x10% 239,71 3,97
Erro Puro 7 1,19x10°
Regressdo 1 6,49x10'? 3988,04 4,96
Residuo 10 1,63x10°

SMX?
Falta de Ajuste 4 2,60x10° 2,66 4,53
Erro Puro 6 9,78x10%
Regressdo 1 7,44x10'" 679,96 5,32
Residuo 8 1,09x10°

SMXP
Falta de Ajuste 3 2.91x10° 518,60 5,41
Erro Puro 5 5,61x10°

a = curva superior para o SMX; b = curva inferior para o0 SMX; ¢ = graus de liberdade.
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Conclui-se com a ANOVA que apenas a curva de calibragdo superior do SMX pode ser
usada para quantificacdo durante os experimentos de degradagdo. Para as outras curvas
analiticas (AZT, CLA e SMX inferior), aplicou-se uma regressao linear de minimos quadrados
ponderados (WLSLR, do inglés weighted least squares linear regression) com o objetivo de
diminuir o erro relativo gerado quando se usa o método dos minimos quadrados. Idealmente, a
melhor forma de ajustar o método analitico seria usar um coeficiente de ponderacao (wi) que ¢
o inverso da varidncia como forma de ajustar o modelo. A inclusdo do coeficiente de
ponderacdo nas equacdes para determinacdo dos coeficientes angular (b), linear (a) e de
correlacdo (R?) de uma regressio linear (y =a + bx) gera as equacdes 8, 9 e 10, respectivamente

(ALMEIDA; CASTEL-BRANCO; FALCAO, 2002).

b= Wi Ywixiyy — Ywixg . Xwy; (8)
- Ywi. Ywix? — (Bwix;) 2

- Ywix? . Ywiyi — Iwixp . Iwiy; 9)
Ywi. Iwix? — (Zwixy) 2

R? Wi Zwixyy — Ywixg - Xwy; (10)

\/ZWL' CYwix? — (ZTwix;) 2 -\/ZWL' CXwiy = Ewiy) 2

As ponderagdes aplicadas relacionam-se com a concentragdo dos analitos (1/x"2, 1/x,
1/x?) ou com a resposta recebida pelo detector do cromatégrafo (1/y'2, 1/y e 1/y?) devido ao
comportamento variavel da variancia. Os valores dos coeficientes da curva analitica ponderados

e a somatoria dos erros relativos encontram-se na Tabela 8.
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Tabela 8: Parametros de regressao das curvas analiticas (AZT, CLA e SMX inferior) gerados para
cada coeficiente de ponderagdo (Wi) e a soma dos respectivos erros relativos (Y. %ER) para os dados

dos ensaios.

Farmaco Wi b a R? Y% ER
1 35171,1714 -17821,1132  0,9994 23,18
1/x12 35014,9462 -16678,8357  0,9995 8,96
1/x 34808,6499 -15748,6988  0,9989 1,35x10°13
AZT 1/x> 34235,5052 -14608,7425  0,9934 2,27x10713
1/y'"? 35001,1778 -16685,1469  0,9994 9,54
1y 34786,2498 -16040,8381 00,9986 5,84
1/y? 34322,9299 -15799,2211  0,9893 17,87
1 40395,4001 -7664,3464 0,9976 90,19
1/x'2 39898,2003 -4447.8359 0,9982 27,86
1/x 39380,0409 -2617,0604 0,9966 4,35x1071
CLA 1/x2 38369,5543 -1207,0791 0,9869 2,01x10™3
1/y'"? 39894,0475 -4863,3173 0,9980 38,45
1y 39255,4416 -3111,8913 0,9961 17,09
1/y? 37198,3682 -1010,7433 0,9854 38,78
1 1041440 -29638 0,9884 60,01
1/x'2 1017602,7360 -20462,4151  0,9951 17,52
1/x 9987490164  -15549,9754  0,9956 2,15x10713
SMX 1/x2 965887,6708  -11148,9023  0,9961 4,62x10
1/y'”? 1013002,0970 -19656,0212  0,9951 16,19
1y 990250,1149  -14569,0271  0,9956 1,18
1/y? 953376,6663  -10426,1355  0,9962 7,46

Observa-se que os menores valores de Y %ER para a AZT e CLA foram obtidos

aplicando a ponderagio 1/x, enquanto para o SMX inferior a melhor ponderagio foi a 1/x>.

Devido ao baixo erro associado aos parametros da regressao linear, as curvas ponderadas podem

ser utilizadas para quantificar os antibidticos na faixa linear e com os LD e LQ (obtidos

experimentalmente) apresentados na Tabela 6.
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5.2. Caracterizacio espectrofotométrica dos complexos de macrolideos com ferro e cobre

Os macrolideos podem formar complexos com ions de metais de transi¢ao
(KHOSHNOOD; ZAKARIA; ESHAGHI, 2013; VIONE et al., 2009). Portanto, foi realizado
um estudo para avaliar a possivel complexacdo entre os macrolideos e ferro ou cobre, metais
de transicdo utilizados em processos Fenton.

Estudou-se separadamente a complexagao dos farmacos com Fe(Il), Cu(Il) e Fe(IIl). A
Figura 8 apresenta o espectro UV-Vis obtido de solugdes contando AZT e CLA e diferentes
concentragdes de Fe(Il), que resultou em razdes molares de Fe ou Cu/CLA ou AZT entre 0,25

e 4.

- - - Fe(ll) 5 mmol L™ 10 - - -~ Fe(ll) 5 mmol L"!
-~ - CLA 0,5 mmol L™ - -~ AZT 0,5 mmol L
Razao Fe(ll)yCLA Razdo Fe(llYAZT
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Figura 8: Espectros de absor¢do na regido do UV-Vis de a) CLA ¢ b) AZT na presenca de diferentes
concentragdes de [Fe*'] = 0 a 3 mmol L', 25% acetonitrila/75% 4gua destilada, pH = 2,5.

No espectro de Fe(Il) observa-se uma banda em 250 nm referente a absorcdo dos
aquocomplexos de ferro em agua (SAFARZADEH-AMIRI; BOLTON; CATER, 2017), que
com a adi¢ao de AZT e CLA desloca-se para 310 nm devido a um efeito batocromico (Figura
8a-b). Observa-se também que tanto para o complexo Fe(II)-CLA quanto para o Fe(I1)-AZT,
ocorre o aparecimento de uma banda no comprimento de onda de 360 nm, que ndo esta presente
no espectro de Fe(Il) ou no dos ligantes em solucdo. O surgimento dessa banda em 360 nm
pode ser atribuida ao complexo formado entre os macrolideos e o Fe(II) (KETTLE, 1996).

Em estudos espectrofotométricos, analisar a dependéncia da absorbancia dos complexos

formados no comprimento de onda de absor¢cdo maximo com a razao metal/ligante (Figura 9)
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pode fornecer informacdes sobre a estequiometria do complexo formado (MANSOUR;

DANIELSON, 2012).
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Figura 9: Dependéncia da absorbancia em 360 nm com a razio molar metal/ligante para o complexo
de Ferro (II) com a) CLA ¢ b) AZT.

Os espectros de AZT mostram um aumento de absorbancia com o aumento da
concentracdo de Fe(Il) até atingir a propor¢ao Fe(I[)/AZT de 1:1 (metal:ligante) (Figura 8) e
uma diminuicao até a proporc¢ao 1,5, seguida de aumento gradual da absorbancia a medida que
aumenta a disponibilidade de Fe em solugdo. Nesse caso, podem ter sido formados complexos
por equilibrios multiplos que apresentam diferentes estequiometrias dependendo da quantidade
de metal disponivel em solucao.

A Figura 9b reforca a formagdo de complexos de Fe(Il) com a AZT com diferentes
configuragdes eletronicas enquanto que com CLA ocorre a formagdo de um complexo na
propor¢ao molar 1:1 com Fe(Il), uma vez que ¢ atingido um maximo de absorbancia nesta
proporcao Fe(IT)/CLA (Figura 9a).

As diferentes possibilidades de configuracdes eletronicas para os complexos de AZT e
CLA com metais de transi¢do (como Fe(II) e Cu(Il), por exemplo) ja foi relatada na literatura
em condi¢des classicas de investigacdo da formagao de compostos de coordenacdo: em meio
saturado de ligantes para favorecer o deslocamento do equilibrio para a formagdo do complexo
(HAMDAN, 2003; KETTLE, 1996). Naquele estudo, os complexos de Fe(II) com AZT e CLA
foram relatados na propor¢ao estequiométrica 1:2, sendo investigados por analises
espectrofotométrica e condutométrica. Entretanto, o autor também relata resultados
espectrofotométricos que indicaram a possibilidade de formacao de complexos com propor¢ao

1:1 em metanol (HAMDAN, 2003).
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O excesso de ferro no sistema, no caso do complexo Fe(II)-CLA, favoreceu a formagao
do complexo com a estequiometria 1:1 (Figura 9a) enquanto no caso do complexo Fe(II)-AZT
ainda existe a formagao de complexos com diferentes estequiometrias, embora também tenha
sido verificada a presenca da propor¢ao molar 1:1 (Figura 9b).

Esses resultados indicam que embora a AZT e CLA apresentem estruturas quimicas
semelhantes, a complexacdo com Fe(Il) pode ocorrer tanto por grupos funcionais semelhantes
quanto por grupos funcionais diferentes. Além disso, esse comportamento indica que
macrolideos podem ocorrer no ambiente na forma complexada e que a complexagdo pode afetar
a degradagdo dos macrolideos por processos que utilizem metais de transi¢cdo devido aos
diferentes complexos possiveis de serem formados.

No caso dos complexos de cobre com os macrolideos, os espectros de absor¢ao no UV-
Vis ¢ bem similar para ambos os macrolideos (Figura 10). Observa-se o desaparecimento da
banda na faixa de 700-800 nm caracteristica do aquacomplexo de cobre(I) (SYKORA, 1997),
e o0 aparecimento de uma banda em 250 nm com o aumento da razao entre Cu(Il)/AZT ou CLA,

que pode ser atribuida aos complexos formados.
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Figura 10: Espectros de absor¢do na regido do UV-Vis de a) CLA e b) AZT na presenga de cobre(Il) .
[Cu(II)] = 0 to 3 mmol L', 25% acetonitrila/75% 4agua destilada, pH = 2,5.

Esse comportamento indica que no meio reacional os macrolideos devem atuar como
agentes redutores de Cu(Il) a Cu(I) devido a caracteristica fotoquimica dos complexos de cobre:
complexos de cobre(Il) apresentam absorcdo na regido do visivel enquanto os de cobre(l)

apresentam absorc¢do na regido do ultravioleta (HORVATH, 1994).
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Um estudo que investigou a formacdo de complexos de cobre com azitromicina em
metanol observou um resultado semelhante: a presenga da azitromicina no meio resultou na
redugdo dos ions de Cu(II) a Cu(I) e Cu(0), os quais foram identificados por meio de analises

polarograficas (SHER et al., 1996).

O grafico de dependéncia da absorbancia dos complexos formados com a razdo
metal/ligante para os complexos de cobre (Figura 11), mostra que nas condi¢des experimentais

estudadas, esses complexos podem ser formados com configuracdes eletronicas semelhantes.
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Figura 11: Dependéncia da absorbancia em 250 nm com a razdo molar metal/ligante para o complexo
de Cobre (II) com a) CLA ¢ b) AZT

A Figura 11 indica a formag¢ao de um complexo com propor¢ao estequiométrica 2:1 para
o complexo de cobre com CLA e 2:1 ou 3:1 para o complexo com AZT em um meio saturado
de cobre. Nesse caso, pode-se supor que a complexacao pode acontecer pelos grupos funcionais
em comum (Figura 12) e que nessas condi¢des a razao metal/ligante indica a formacao de um
complexo na propor¢ao molar de 2:1 (cobre/CLA ou cobre/AZT). Na Figura 12, as marcagdes
em vermelho indicam as diferencas entre as moléculas e as setas em azul os dtomos que
apresentam pares de elétrons livres presentes em ambas as estruturas que podem ser pontos de
coordenagdo para formacdo de complexos com a mesma configuracdo eletronica entre os

diferentes antibioticos € um mesmo metal.
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Figura 12: Estrutura quimica das moléculas de a) CLA; b) AZT e pontos de coordenagéo.

No caso do complexo Cu(I)-AZT, também pode ocorrer a formagao de complexos com
diferentes estequiometrias (3:1, por exemplo), que pode ser atribuida a estrutura quimica da
AZT que ¢ maior que a da CLA e apresenta a insercdo de um atomo de N no anel macrolideo

(Figura 12).

Um estudo que verificou a formacao de complexos de cobre com AZT e CLA verificou
que, em metanol, existe a formacao de complexos na proporcao estequiométrica 1:1 ou 1:4 para
os complexos de AZT e majoritariamente o complexo 1:4 com a CLA, porém podendo ser
formado também o complexo 1:1 (HAMDAN, 2003). Cabe ressaltar que esses experimentos
foram realizados em excesso de ligante (por isso a escolha de metanol como solvente),

diferentemente dos realizados neste trabalho, com excesso de metal.

O resultado obtido para os complexos de cobre neste trabalho sdo semelhantes aos
resultados obtidos para os complexos de Fe(Il) ao comparar-se os ligantes: a CLA favorece a
formacdo de um complexo com estequiometria bem definida enquanto a AZT favorece a
formacdo de diferentes complexos em um mesmo sistema. Esse resultado ¢ um indicativo de
que, embora apresentem estrutura quimicas semelhantes, a complexa¢do dos macrolideos com
metais de transi¢do pode afetar de forma diferente a degradacdo desses antibidticos por

processos Fenton mediados por Fe(I) ou Cu(II).

Ao estudar a complexacdo da AZT e CLA com Fe(Ill), nas mesmas condic¢des
empregadas para os estudos envolvendo Fe(Il) e cobre, ndo foi formada uma banda definida
(Figura 13). Os complexos formados apresentam alta absorbancia proveniente do alto
coeficiente de absortividade molar do ferro(Ill) (BENKELBERG; WARNECK, 1995; FAUST;
HOIGNE, 1990).
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Nesse sentido, para manter as mesmas condi¢des de investigacdo (excesso de metal e
meio majoritariamente aquoso), seria necessario diminuir a concentracdo de Fe(Ill) e
consequentemente a dos macrolideos, o que implicou em uma limitagao: a baixa absortividade
dos macrolideos em concentragdes inferiores a 0,5 mmol L' (PUBCHEM, 2023). Portanto,

nessas condigdes, ndo foi possivel realizar o mesmo estudo para o Fe(III).

\ ! =2
—3
—d

Abs

a) b)

R \ i - - - Fe(lll) 5 mmol L’ S PEATTEN . - - - Fe(lll) 5 mmol L':
oy X ! -~ - CLA 0,5 mmol L' 1ATRY ' -~ - AZT 05 mmol L'
ML N ! Raz3o Fe(lll)/CLA RN } Razéio Fe(lllAZT

BTN N : 0,25 254 |l \ ' 025

i N\ ] P il
K i ——05 Al 3 ! —05
W ; -1 {1 \, L 1
207 S 15 o {1 ..
'
i
i
1

Abs

0,5+

T
200 300 400 500 600
Comprimento de Onda (nm)

Comprimento de Onda (nm)

Figura 13: Espectros de absor¢do na regido do UV-Vis para os complexos formados entre a) CLA ¢
b) AZT com ferro(Il). [Fe(III)] = 0 to 3 mmol L', 25% acetonitrila/75% éagua destilada, pH = 2,5.

Cabe ressaltar que os resultados obtidos para o complexo Fe(II)-CLA ¢ similar ao
relatado na literatura em metanol e com excesso de ligantes (HAMDAN, 2003), enquanto os
resultados obtidos para os complexos de cobre e o complexo Fe(I)-AZT indicam um

comportamento diferente: um mesmo ligante pode complexar mais de um dtomo do metal.

Todavia espera-se que se os complexos formados entre os macrolideos e Fe*" e Cu"
apresentarem diferentes fotoatividades, a cinética de degradagdao da AZT e CLA sob processo
foto-Fenton, principalmente homogéneo, sejam diferentes. Nessa conjuntura, entende-se que os
multiplos equilibrios envolvendo a AZT podem influenciar a decomposicao de peroxido de

hidrogénio na reacdo de Fenton em comparacdo a CLA.

Além disso, o efeito redutor dos macrolideos sobre o cobre e a formacao de um
complexo de Cu(I) ¢ outro fator importante a se considerar ao comparar-se a degradagdo em
meio homogéneo utilizando ferro ou cobre. Portanto, ¢ importante entender o efeito da
complexacdo na degradacdo desses antibidticos para entender o comportamento destes

complexos no ambiente e a recalcitrancia a ao processo Fenton.
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5.3. Influéncia da complexacido com macrolideos nos processos redox de ferro e cobre na
presenca de H20:

A complexacao dos compostos alvo com ferro ou cobre (catalisadores) pode influenciar
nos processos foto-Fenton por estimular ou prejudicar o ciclo redox responsavel por gerar os
radicais hidroxila no meio reacional (BATISTA; NOGUEIRA, 2012; SILVA et al., 2010).

Nesse caso, torna-se importante entender o complexo formado e sua influéncia no ciclo redox.

Para entender a influéncia dos complexos de ferro com AZT e CLA no ciclo redox
Fe(IT)/Fe(Ill) na presenca de H>O» e irradiacdo (processo foto-Fenton), monitorou-se a
formagao de Fe(Il) a partir de apenas Fe(IIl) em diferentes sistemas: apenas Fe(Ill), apenas
Ferrioxalato de potassio (FeOx), e Fe(Illl) ou FeOx na presenga dos macrolideos
individualmente (Figura 14a). Um estudo andlogo foi realizado substituindo ferro por cobre
(Figura 14b). A comparagdo dos resultados obtidos utilizando o sal de ferro com o FeOx ¢
interessante para avaliar como o ciclo redox Fe(II)/Fe(Ill) ¢ influenciado se o ferro em solucao
ja estd complexado com outro ligante que apresenta alto rendimento quantico de formagao de
Fe(Ill) (BATISTA; NOGUEIRA, 2012).

—O—Fe(lll)+ H,0,+ UV 250 4 ——Cu(ll)+ H,0, + UV
a) 250 9 Fe(lll)-CLA + H,0,+ UV b) —o— CutII; (:Lj\+2 H0, + UV
b= 22
= —— Fe(lll)-AZT+ H,0,+ UV = ——Cu(ll)-AZT + H,0, + UV
< —&— FeOx+ H,0,+ UV a
= 00 | —e—FeOx+ CLA+ H,0,+ UV 5 2001
[ —A—FeOx + AZT + H,0,+ UV £
= 3.
= £ 150
= i =
= 150 o
w [
P °
o
r§ 06 .§ 100
® S
£ 5
8 g 50
g 50 o
(8] a & ©
2 e ——
0
0 T T T
0 2 4 6 8 10 )
Totnpo-imin) Tempo (min)

Figura 14: Geragdo de a) Fe(II) e b) Cu(I) nos primeiros minutos do processo foto-Fenton sob
lampada de luz negra. [CLA] = [AZT] = 5 mg L, [Fe(Ill)] = [FeOx] = [Cu(I])] = 0,2 mmol L,
[H,0,] =2 mmol L, pH=2,5.

Os complexos Fe(II)-AZT e Fe(Ill)-CLA reduzem a geracao de Fe(II) gerado no meio
quando comparados com a concentracdo de Fe(Il) gerado no sistema com apenas os
aquocomplexos de Fe(Ill), interferindo negativamente o ciclo redox Fe(Il)/Fe(Ill) por
reduzirem a geracao de Fe(Il) em um mesmo intervalo de tempo. Os complexos de Fe(Ill)-AZT

e Fe(Ill)-CLA geraram 19 e 25 pmol L' de Fe(Il), respectivamente, apoés 10 min. O
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aquocomplexo de Fe(IIl), na auséncia dos macrolideos, gerou 70 umol L de Fe(Il) apds
mesmo periodo de tempo (Figura 14a). Cabe ressaltar que o Fe(Ill) livre em solu¢do, quando
irradiado, pode ser foto reduzido a Fe(II) (PIGNATELLO; OLIVEROS; MACKAY, 2006) e
também formar complexos com os macrolideos em solu¢do (VIONE et al., 2009). Portanto, em
um mesmo sistema irradiado podem coexistir aquocomplexos de ferro e complexos de Fe(III)-

macrolideos e Fe(II)-macrolideos, os quais sdo espécies dependentes do pH do sistema.

Quando o sal de ferro nos sistemas foi substituido por FeOx, observou-se uma
concentracao gerada de Fe(Il) para os sistemas FeOx, FeOx-CLA e FeOx-AZT igual a 163, 186
e 102 pmol L', apés 10 min, respectivamente (Figura 14a). Observou-se um alto rendimento
quantico na geragao de Fe(Il), comportamento que era esperado devido a fotoquimica do FeOx
(DA SILVA; TROVO; NOGUEIRA, 2007). Enquanto nos sistemas FeOx e FeOx-CLA a
concentracdo gerada de Fe(Il) ¢ proxima, no sistema FeOx-AZT a concentragdo gerada ¢
inferior aos outros sistemas. Uma possivel explicacdo para esse comportamento provém do
comportamento dos complexos de AZT e CLA com Fe(Il): em meio com excesso de ferro, os
complexos de Fe(I)-AZT existem em diferentes propor¢des estequiométricas, enquanto o
complexo Fe(II)-CLA ¢ formado principalmente na propor¢do 1:1. Esse comportamento indica
que a presenca do complexo Fe(II)-AZT no meio diminui a eficiéncia do ciclo redox devido a
maior possibilidade de complexos que podem ser formadas entre ferro e AZT, mesmo com a
presenga de FeOx. Cabe ressaltar que nesse meio, devido a irradiagdo, podem coexistir

complexos de FeOx, Fe(Ill)-macrolideos, Fe(II)-macrolideos e aquocomplexos de ferro.

Os resultados obtidos para os complexos Cu(Il)-CLA e Cu(II)-H2O indicam que esses
complexos geram concentragdes proximas de Cu(I) ap6s 10 min. O complexo Cu(Il)-AZT gera
mais Cu(l) do que Cu(Il)-H20, favorecendo o ciclo redox Cu(I)/Cu(Il). Esses resultados
indicam que mesmo que AZT e CLA possam reduzir Cu(Il) a Cu(I), o sistema com AZT gera
maior concentragdo de Cu(l), o que pode ser atribuido a redugdo do cobre pela AZT e ao
equilibrio entre os complexos Cu-AZT e aquocomplexos. Os complexos Cu(I)-CLA e Cu(Il)-
H,O geraram 17 e 25 umol L de Cu(l), respectivamente, enquanto o complexo Cu(I)-AZT
gerou 84 umol L' de Cu(l) apés 7 min (Figura 14b). Esse resultado indica a presenga de
diferentes equilibrios quimicos associados a oxidacao e reducao do cobre no meio, os quais sao

mais notdrios quando hd AZT em solugao.

Os experimentos foram realizados na presenca de H>O» sob irradiacdo, entdo os

complexos formados entre ferro ou cobre com os macrolideos podem ser responsaveis por
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reagir com o peroxido de hidrogénio na reacdo de Fenton, assim como os aquocomplexos em
solugdo. Entretanto, a interferéncia no ciclo redox Fe(II)/Fe(III) ndo ¢ o nico fator a ser levado
em consideracdo ao estudar-se o efeito da complexacao sobre o processo foto-Fenton. Por
conseguinte, a presenca de diferentes equilibrios quimicos de complexacao, a dependéncia do
sistema com o pH (PIGNATELLO; OLIVEROS; MACKAY, 2006), a fotoquimica dos
complexos formados e a velocidade de decomposi¢do do perdxido de hidrogénio pelo processo
foto-Fenton (JUNG et al., 2009) sdao os fatores que influenciam diretamente a cinética de

degradacao dos macrolideos por processo foto-Fenton.

Além disso, a estrutura quimica dos macrolideos e seus pontos de coordenagdo ¢ outro
fator importante a ser levado em consideragao ao buscar-se entender os fatores que podem afetar
o processo foto-Fenton. As moléculas dos macrolideos apresentam grandes anéis sem alta
densidade eletronica, o que dificulta a reacdo de degradacdo promovida pelo ataque do radical
hidroxila gerado na reacdo de decomposi¢do do perdxido de hidrogénio, em comparacdo a
moléculas com alta densidade eletronica. Ademais, os pontos com as maiores densidades
eletronicas sao os pontos responsaveis pela complexacao, o que pode dificultar o processo de

degradacao.

Levando em consideragdo os estudos de complexagdo realizados (caracterizacao
espectrofotométrica e influéncia da complexagao no ciclo redox de ferro e cobre), espera-se que
autilizagdo de ions Fe e Cu apresentem comportamentos diferentes ao serem empregados como
catalisadores do processo foto-Fenton homogéneo. Os complexos formados com cada ion
metalico apresentam diferentes caracteristicas, as quais diferem-se devido as diferentes
configuragdes eletronicas do cobre (Cu™ d!°, Cu?* d°) e ferro (Fe** d®, Fe** d°) e a formacdo de
complexos com ligantes sem alta densidade eletronica e mais polarizaveis, como o0s

macrolideos.

5.4. Caracterizacio dos catalisadores sintetizados

Para aplicacdo do processo foto-Fenton heterogéneo, sintetizou-se dois catalisadores
com ferro e cobre em diferentes proporcdes segundo o método da coprecipitacdo para sintese
da magnetita, porém com adi¢@o de cobre antes da precipitacdo do 6xido. Os dois catalisadores

foram nomeados como CAT1 e CAT2.

O CATI foi sintetizado na proporg¢do tedrica 1:1 ferro e cobre enquanto o CAT2 foi

sintetizado na propor¢ao 3:1, visando a sintese de magnetitas modificadas com cobre em
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diferentes propor¢des. Também foi sintetizada a magnetita (MAG-S) pelo mesmo método para
comparar os resultados das caracterizacdes e, além disso, os resultados obtidos foram
comparados com uma amostra de magnetita comercial (MAG-C). Os difratogramas obtidos por
meio da difracdo de raios-x (DRX) para os catalisadores mostra a coincidéncia entre os picos
de CAT1 e CAT2 com o 6xido de cobre e ferro (ICSD- 24874) e 6xido de cobre (ICSD-16025)
(Figura 15).
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Figura 15: Difratogramas de raios-X obtidos para a magnetita sintetizada, CAT1 e CAT2 comparados
com o difratogramas padrdo da magnetita comercial e dos 6xidos de cobre ou ferro e cobre.

Nesse sentido, CAT1 e CAT2 apresentam estrutura cristalina de ferrita de cobre de
espinélio cubico (6xido de ferro e cobre) com a presenca simultanea de 6xido de cobre, sendo
entdo considerado um 6xido misto e ndo uma magnetita modificada, conforme esperado. As
diferencas nos difratogramas entre MAG-S, CAT1 e CAT2 evidenciam a entrada do cobre na

estrutura cristalina da magnetita formando um material Fe3xCuxOas. Além disso, a introdugao
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do cobre na estrutura cristalina diminuiu o magnetismo dos catalisadores, sendo CAT2 mais

magnético que CATI.

As andlises de fluorescéncia de raios-X (ED-FRX) mostram que as composi¢des
quimicas de CAT1 e CAT2 estdo proximas do valor teorico no que se refere a proporcao Fe/Cu:
1/1 para CATI1 e 3/1 para CAT2, demonstrando que o cobre adicionado durante a sintese
continua presente no catalisador, seja na forma de 6xido de cobre e ferro ou apenas 6xido de

cobre (Tabela 9).

Tabela 9: Area superficial especifica, porosidade e composicdo quimica dos catalisadores sintetizados
¢ da magnetita comercial.

Area Especifica Tamanho Médio Composicao Quimica (% m/m)
Amostra
(m? g dos poros (nm) Fe Cu
MAG-C 8,91 4,24 54 -
MAG-S 99,79 6,24 77 -
CAT1 239,58 3,51 32 39
CAT2 148,14 5,84 70 8

A adicao de cobre nos catalisadores ocasionou em um aumento da area superficial
especifica dos materiais sintetizados (Tabela 9), sendo a area superficial do CAT1 superior a
do CAT2 por conter mais cobre em sua composi¢cdo quimica. Além disso, MAG-S apresentou
uma area consideravelmente maior que MAG-C, o que € um indicio de que a atividade catalitica
dos catalisadores pode ser diferente devido a importancia da area superficial especifica para o

processo Fenton heterogéneo.

O tamanho médio dos poros diminuiu com o aumento da quantidade de cobre na
composicdo quimica dos catalisadores sintetizados, sendo CAT1 o que apresenta o menor
tamanho médio de poros em relagdo a MAG-S (redugdo em aproximadamente 50% do tamanho
dos poros). Empregou-se a microscopia eletronica de varredura (MEV) para analisar a
morfologia dos catalisadores (Figura 16) e verificou-se que os materiais sintetizados nao
apresentam morfologia tdo definida quanto a MAG-C (Figura 16d). Observa-se também que a
introdu¢cdo de cobre no CATIl aumentou consideravelmente a presenca de aglomerados
heterogéneos (Figura 16b), os quais podem ser associados a presenga de 6xido de cobre no

material identificado por meio do DRX. Além disso, ndo se observa muita diferenca nas
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imagens de MEV entre CAT2 e MAG-S (Figuras 16a e 16¢). Os resultados obtidos com MEV
e ED-FRX indicam uma menor presenca de 6xido de cobre em CAT2 e uma maior semelhancga
no que se refere as propriedades de CAT2 e MAG-S, como area superficial especifica e

porosidade em valores proximos.
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Figura 16: Imagens de microscopia eletronica de varredura para a) MAG-S, b) CATI1, ¢) CAT2 e d)
MAG-C.

5.5. Degradacao dos macrolideos por processo foto-Fenton heterogéneo

Antes de realizar os experimentos de degradagao, realizou-se um estudo para verificar
a estabilidade dos macrolideos em diferentes valores de pH (Figura 17). Preparou-se uma
solucio 10 mg L' de cada farmaco (pH inicial 6) e realizou-se anélises cromatograficas da
solucao recém preparada, apds o ajuste de pH da solucdo e apos 24 horas com o pH ajustado.

Com a mudanca de pH de 6 para 2, houve uma reducdo no sinal analitico de
aproximadamente 10%, indicando uma provavel hidrolise dos firmacos em meio acido. O
mesmo comportamento foi observado ao alterar-se o pH das solugdes para 13, ocorrendo total
degradacdo dos farmacos ap6s 24 h nesse valor de pH. No valor de pH 6 houve uma redugao

de aproximadamente 15% do sinal analitico ap6s 24 h em temperatura ambiente e nenhuma
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reducdo no sinal quando armazenada em geladeira. Em pH 3,5 ocorreu uma reducao de 50%
do pico referente apenas a CLA enquanto o pH 11 apresentou reducao em 50% do pico referente

a AZT apos 24 h (Figura 17).
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Figura 17: Estabilidade da azitromicina (laranja) e claritromicina (azul) em diferentes valores de pH.
[CLA]=[AZT]=10mgL".

Nesse sentido, as solucdes padroes foram armazenadas em geladeira e o pH 6 (valor de
preparo das solugdes) foi considerado o ideal para armazenamento das solu¢des. Experimentos
realizados com os farmacos em pH 2,5 e na presenca de cobre e ferro, individualmente, nao
resultaram na degradagdo observada anteriormente de 10% com o ajuste do pH (Figura 17),
provavelmente devido a complexa¢do dos macrolideos com os metais de transi¢ao no meio.

Além disso, antes de iniciar o estudo de degradacao dos farmacos realizou-se um estudo
de reutilizagdo de filtros de seringa para os 3 antibidticos. Observou-se que o filtro de PVDF
0,45 um causa reten¢do dos macrolideos enquanto o filtro de Nylon 0,45 um ndo causa retengao
mesmo apos 6 ciclos de utilizacdo. Nos experimentos realizados na Itélia, o filtro de PTFE 0,45

um foi avaliado e utilizado por também nao causar retencao de AZT, CLA ou SMX.

5.5.1. Utilizagdo de CAT1 como catalisador
Estudou-se a degradacdo de AZT e CLA em pH 6,5 aplicando o processo foto-Fenton

heterogéneo (Figura 18) utilizando como catalisador o CAT1 e como agente oxidante H>O».
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Experimentos controles foram feitos para avaliar a capacidade de adsor¢do e a atividade

fotocatalitica do CAT1, o qual ndo apresentou capacidade de adsor¢do e exibiu baixa atividade

fotocatalitica para remog¢ao de AZT e CLA (2% e 10% apos 120 min, respectivamente). Essa

baixa capacidade de adsorcao para magnetitas contendo cobre também foi observada para os

farmacos 5-fluorouracil e ciclofosfamida (EMiDIO; HAMMER; NOGUEIRA, 2020).
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Figura 18: Degradagdo de a) AZT e b) CLA por processo foto-Fenton heterogéneo e ¢) consumo de
H,0,. [CLA] =[AZT] = 6,6 umol L', [CAT1]= 0,125 g L, [H202] = 15 mmol L', [ACN] = 1%

(v/v), pH=16,5.

Em experimentos realizados na auséncia do catalisador (UV/H20>), evidenciou-se 12%

e 26% de contribuicdo do perdxido de hidrogénio na degradacio da AZT e CLA,

respectivamente. Experimentos feitos com o catalisador e H2O> na auséncia (Fenton) ou

presenga (foto-Fenton) de irradiagdo UV-A, mostraram degradagdo semelhante de ambos os

T
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macrolideos: a degradagdo de CLA e AZT atingiu 48% e 50% pelo processo Fenton e 47% e
49% pelo processo foto-Fenton apds 120 min, respectivamente. Os experimentos realizados
indicam que o catalisador contribui para a degradacao da AZT e CLA, mas a irradiagdo UV-A
ndo influencia diretamente na degradacdo dos macrolideos por processo foto-Fenton

heterogéneo.

O catalisador apresentou estabilidade em pH 6,5 com < 1 umol L' de Fe(I) e < 30 umol
L' de cobre lixiviado para a solu¢do, demostrando uma predominincia do processo
heterogéneo. Essa avaliacdo ¢ importante tendo em vista que trabalhos recentes visam o
desenvolvimento de catalisadores estaveis ¢ com boa eficiéncia catalitica (MUNOZ et al.,
2015; YIN et al., 2021). O consumo de perdxido de hidrogénio foi de 76% para os processos
Fenton e foto-Fenton, o que demonstra que a geracao de radicais por ambos os processos €
similar e que a fonte de irradiacdo ndo influencia na degradacao dos macrolideos. Além disso,
o catalisador desenvolvido apresenta uma boa atividade catalitica no escuro, o que implica em

uma maior aplicabilidade.

A obtencdo dos parametros cinéticos de degradacdo dos macrolideos foi realizada
ajustando os dados obtidos aos modelos de primeira e segunda ordem (Tabela 10). Os valores
das constantes cinéticas de degradagdo (k) sdo muito préximos ao comparar-se aos valores
apenas para primeira ou segunda ordem devido a similaridade na degradacao dos macrolideos
utilizando o catalisador e H>O> na presenca e auséncia de luz. Entretanto, os coeficientes de
correlacdo (R?) indicam que a degradagdo de AZT e CLA aplicando o processo Fenton ajusta-
se melhor a um modelo de primeira ordem enquanto a degradagdo por processo foto-Fenton

ajusta-se melhor a um modelo de segunda ordem.

Tabela 10: Parametros cinéticos de degradacdo obtidos dos farmacos aplicando o processo foto-
Fenton heterogéneo usando CAT1 em pH 6.5.

Primeira Ordem Segunda Ordem
Farmaco Processo
k (min™) R? k(M!'min') R?
AZT Fenton 0,0058 0,9517 0,0080 0,9432
Foto-Fenton 0,0056 0,8759 0,0080 0,9092
Fenton 0,0055 0,9770 0,0078 0,9718
CLA

Foto-Fenton 0,0055 0,9870 0,0076 0,9925
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Esse melhor ajuste a diferentes modelos ocasiona em uma diferenca na magnitude das
constantes de cinética de degradacdo, as quais eram proximas para os processos Fenton e foto-
Fenton ao analisar-se apenas um modelo especifico. Nesse sentido, a degradagdao de AZT e
CLA por processo foto-Fenton heterogéneo ¢ aproximadamente 1,5 vezes mais rapida que a
degradagdo por processo Fenton heterogéneo, mas atinge valores de degradagdo muito

proximos apds 120 min de aplicacao do processo.

A diminui¢d@o do pH para 5,4 aumentou a degradacdo dos macrolideos, que atingiu 57%
e 68% para AZT e CLA ap6s 120 min, respectivamente (Figura 19). Experimentos realizados
apenas com o CAT1 em solugdo, na presenga e auséncia de luz, demonstraram a baixa atividade
catalitica e capacidade adsortiva do CAT1 neste valor de pH, enquanto experimentos realizados
com o catalisador + H>O» (Fenton) resultou em valores proximos de degradacdo dos
macrolideos em comparacdo aos resultados obtidos aplicando o processo foto-Fenton. Nesse
caso, a irradiacdo ndo influenciou a degradacdo dos macrolideos ao analisar-se apenas a

remogao apds 120 min de aplicagdo do processo.
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Figura 19: Degradagdo de a) AZT e b) CLA aplicando o processo foto-Fenton heterogéneo ¢ ¢)
Consumo de H,O». [CLA] =[AZT] = 6,6 umol L', [CAT1]=0,125 g L"!, [H20,] = 15 mmol L,
[ACN] = 1% (v/v), pH=5,4.
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A degradagdao de AZT e CLA utilizando H>O: na presenca de irradiagdo (UV/H203)
ocasionou em remogao de, respectivamente, 13% e 9% ap6s 120 min de aplica¢do do processo.
Essa remocao ¢ menor (CLA) e proxima (AZT) em comparagdo aos resultados obtidos em pH
6,5 (12% e 26% para AZT e CLA, respectivamente), o que geralmente ndo acontece porque
espera-se que mais radicais hidroxilas sejam gerados em valores mais baixos de pH e acelere o
processo de degradacdo. Outro autor obteve resultados similares ao estudar a degradacdo de
AZT utilizando a radiagao solar como fonte de irradiacdo (CANO et al., 2020). O consumo de
H>0O: foi proximo para os processos Fenton (68%) e foto-Fenton (75%) em pH 5,4, idem aos

resultados obtidos em pH 6,5.

Ao ajustar-se os dados obtidos com os experimentos de degradacdo aos modelos de
primeira e segunda ordem para obtencdo das constantes cinéticas de degradacao (Tabela 11)
observa-se que o modelo de primeira ordem melhor se ajusta a todos os processos. Os valores
das constantes também variam entre os processos Fenton e foto-Fenton para a CLA, nao sendo
permitido tirar conclusdes sobre o mesmo resultado para a AZT devido ao valor baixo de R?

obtido para o processo foto-Fenton.

Tabela 11: Pardmetros cinéticos de degradacao obtidos dos farmacos aplicando o processo foto-
Fenton heterogéneo usando CAT1 em pH 5.4.

Primeira Ordem Segunda Ordem
Farmaco Processo
k (min) R? k (Mmin') R?
Fenton 0,0079 0,9391 0,0126 0,9327
AZT
Foto-Fenton 0,0071 0,7122 0,0118 0,6925
CLA Fenton 0,0066 0,9047 0,0109 0,8854
Foto-Fenton 0,0095 0,9820 0,0181 0,9793

A constante de velocidade de degradagao de CLA ¢ 1,5 vezes maior no processo foto-
Fenton em comparacao ao processo Fenton, sendo evidenciada uma contribui¢ao da irradiagcdo
na degradagao do antibiotico, analogo ao resultado obtido em pH 6,5. Entretanto, em pH 5.4, o
processo foto-Fenton ajustou-se melhor a um modelo de primeira ordem, diferente dos
resultados em pH 6,5 em que o processo foto-Fenton ajustou-se melhor a um modelo de segunda
ordem. Isso ocorre devido a uma maior taxa de geragdao de radicais hidroxila que contribuem

para que a degradacao ocorra segundo o modelo linear de primeira ordem.
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Estudou-se em pH 5,4 o efeito da concentragdo de H>O> na degradag@o dos macrolideos
para otimizar as condi¢des de aplicacdo do processo foto-Fenton heterogéneo (Figura 20). A
concentragio de 15 mmol L' de H,O» favoreceu a degradacio de ambos os macrolideos com
degradacao de 56% (AZT) e 68% (CLA) ap6s 120 min de aplicag¢do do processo. A degradagdo
de AZT e CLA utilizando 5 mmol L' de H,O; foi de, respectivamente, 24% e 34% enquanto
utilizando 10 mmol L' foi de 30% e 36%, valores proximos. Além disso, o consumo de H,0»
em todas as concentracdes foi alto, demonstrando que a degradacdo dos macrolideos esta
condicionada a concentracdo de perdxido de hidrogénio no meio. Nesse sentido, os 25% de
H,0s residual apos 120 min de aplicagdo do processo, utilizando 15 mmol L' de concentracio
inicial, indicam a disponibilidade de 3,75 mmol L' ainda no meio reacional, valor equivalente
ao H»O; residual apds 20 min de aplicagdo do processo foto-Fenton heterogéneo utilizando 5
mmol L' de HO, como concentragio inicial. Apés 120 min de aplicagio do processo, o
consumo de H,O» foi de 72% e 80% utilizando como concentragdo inicial 10 ¢ 5 mmol L' de

H>0,, respectivamente.
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Figura 20: Efeito da concentracdao de H,O; na degradagdo de a) AZT e b) CLA; ¢) consumo de H>O,
em razdo C/C, (simbolos fechados) e em mmol L' (simbolos abertos). [CLA] = [AZT] = 6,6 umol L,
[CATI1]=0,125 gL', [H,02] = 15 mmol L', [ACN] = 1% (v/v), pH = 5,4.
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Os valores em porcentagens, embora proximos ao observar-se a razdo C/Co, destoam
entre si apds 60 min de reacdo ao observar-se o consumo de H,O, em mmol L' (Figura 20c).
O consumo, ap6s 120 min de aplicacdo do processo, foi de 4,3, 6,8 ¢ 10,1 mmol L! para os
experimentos iniciando com 5, 10 e 15 mmol L' de H,O», respectivamente. Esses resultados

evidenciam a importancia da concentragdo inicial de H>O> na degradacdo dos macrolideos.

Os catalisadores sintetizados com cobre geralmente consomem altas concentragdes de
H>0, (DE JESUS et al., 2022; EMIDIO et al., 2020), o que indica que altas concentragdes de
H>0» favorecem a degradagado pela funcdo do H>O2 como reagente limitante e a dependéncia
da degradac¢do com a taxa de radicais hidroxila gerados na reacdo de Fenton. Além disso, a
presenca de ACN 1% (v/v) no meio reacional (concentragio de 5,88 g L'! em solucdo e carbono
organico total tedrico de 3,44 g L'!) é muito superior a concentragdo dos macrolideos (6,6 pmol
L1, equivalente a 5 mg L' de cada antibidtico), o que demanda uma maior concentragio de
H>O» para a degradagdo dos macrolideos devido a oxidacdo simultanea da ACN no meio

(MICARONI; BUENO; JARDIM, 2004).

Com o objetivo de comparar a degradagdo dos macrolideos com outro antibidtico de
estrutura mais simples e pertencente a uma diferente classe, experimentos de degradagao foram
realizados utilizando CAT1 como catalisador para degradar Sulfametoxazol (SMX). O SMX
foi escolhido por ser muito utilizado (CHEN; WANG, 2021; OYEKUNLE et al., 2022;
TROVO et al., 2009) e apresentar um anel com alta densidade eletronica em sua estrutura
quimica, o que implica que sua degradagdo aconteca de forma favoravel aplicando o processo
foto-Fenton devido a facilidade de o radical hidroxila se ligar a moléculas com alta densidade

eletronica por adigdo eletrofilica, ao contrario dos macrolideos.

A degradagio de SMX (mesma concentragdo de 6,6 pmol L) atingiu 91% apos 120
min de aplicagdo do processo foto-Fenton heterogéneo (Figura 21a) com um menor consumo
de H>0,, mesmo na presenca de ACN (Figura 21b) em comparag@o com os macrolideos. Essa
diferenca no consumo de perdxido provavelmente aconteceu devido ao fato da degradagao dos

macrolideos ocorrer de forma simultanea enquanto a do SMX foi realizada individualmente.
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Figura 21: a) Degradagdo de AZT, CLA e SMX aplicando o processo foto-Fenton heterogéneo e b)
Consumo de H,O». [CLA] = [AZT] = [SMX] = 6,6 umol L'}, [CAT1]= 0,125 g L}, [H,02] = 15 mmol
L', [ACN] = 1% (v/v) e pH = 5,4.

A degradagdo do SMX apresenta uma constante de cinética de degradacdo igual a
0,0203 min™' (R?=0,9791) quando ajustada a um modelo de primeira ordem enquanto apresenta
constante de cinética de degradagio igual a 0,0925 min! (R? = 0,9518) quando ajustada a um
modelo de segunda ordem. O modelo de primeira ordem foi o que apresentou melhor ajuste
para a degradacdo do SMX, entretanto o modelo de segunda ordem também mostrou um ajuste
proximo devido a alta taxa de degradacdo nos primeiros minutos de aplicagdo do processo foto-

Fenton, ocasionando aproximagao entre os ajustes dos modelos de primeira e segunda ordem.

A velocidade de degradacdo do SMX ¢ aproximadamente 2,5 vezes superior a da CLA
e AZT aplicando o processo foto-Fenton heterogéneo usando 0,125 g L' de CAT1 e 15 mmol
L' de H2O, (Tabela 11). Esse resultado indica uma boa atividade catalitica do CAT1 em pH
5,4 para degradacdo dos antibioticos € um comportamento recalcitrante dos macrolideos em
comparagdo ao SMX. O comportamento mais recalcitrante dos macrolideos ao processo foto-
Fenton era esperado devido a sua estrutura quimica que ndo apresenta alta densidade eletronica
para reagir com o radical hidroxila, o qual ¢ um forte aceptor de elétrons e reage mais

rapidamente com compostos com alta densidade eletronica como o SMX (YILDIZ et al., 2022).

Cabe ressaltar que todos os experimentos foram realizados de forma simultanea para
ambos os macrolideos e individualmente para o SMX, adicionando-se 1% de ACN no meio. A
presenca de ACN pode influenciar a degradacdo dos farmacos e, por isso, estudou-se o efeito
da concentracdo de ACN na degradagdo do SMX (Figura 22). Observou-se que a presenga de
ACN nado afetou a degradacdo do SMX utilizando CAT1, o que indica uma boa aplicabilidade

do catalisador mesmo na presenga de uma alta concentragdao de carbono no meio.
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Figura 22: Efeito da concentracdo de acetonitrila na degradagdo do SMX aplicando o processo foto-
Fenton heterogéneo com CAT1. [SMX] = 6,6 umol L', [CAT1] =0,125 g L', [H20,] = 15 mmol L,
pH=54.

5.5.2. Utilizagdo de CAT2 como catalisador

O estudo da atividade catalitica do CAT2 foi realizado na Universidade de Turim na
Italia, sendo inicialmente aplicadas as melhores condi¢des determinadas nos experimentos de
degradacio realizados no Brasil (experimentos com CAT1): 15 mmol L! de H>O,, 0,125 g L!
de catalisador e pH 5,4. O CAT?2 foi sintetizado com uma menor concentragao de cobre visando

reduzir a lixiviagdo de cobre que foi verificada utilizando CAT1 (< 30 pmol L.

Entretanto, CAT2 ndo apresentou atividade para degradar os antibidticos macrolideos
apos 120 min de aplicagdo do processo foto-Fenton heterogéneo (nas melhores condi¢des
verificadas para CAT1) e apresentou 23% de consumo de H>O> (Figura 23a-c). Portanto, o
efeito da concentracao de H,O; e de catalisador na degradacdo dos macrolideos foi estudado
utilizando CAT2 (Figura 23d-e, 23g-h). O consumo de H>O> aumentou para 38% usando 10 ou
5 mmol L™ de concentragdo inicial de H,O» (Figura 23f), porém sem degradar a AZT e CLA.
Verificou-se entdo que CAT2 apresenta uma menor atividade catalitica para degradacao dos
macrolideos, mesmo com maior quantidade de catalisador em solugdo, o que aumentou apenas
o consumo de H>0 para 51% e 85% apds 150 min usando 0,250 e 0,500 g L™! de catalisador,

respectivamente (Figura 23g -1).
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Figura 23: a-c¢) Degradacdo de AZT e CLA e consumo de H,O; utilizando 0,125 g L' de CAT2 ¢ 15
mmol L de H,O,; d-f) efeito da concentragdo de H>O, na degradagdo de AZT e CLA utilizando 0,125
g L' de CAT2; g-i) efeito da concentra¢io de CAT2 na degradacdo de AZT e CLA utilizando 15
mmol L' de H,O,. [CLA] = [AZT] = 6,6 umol L'; [ACN] = 1% (v/v), pH 5.4.

Para verificar a atividade catalitica de CAT2 para a degradacao de SMX aplicando o
processo foto-Fenton heterogéneo, realizou-se experimentos nas mesmas condigdes usadas no
experimento com os macrolideos (CAT2 0,125 g L', H,O, 15 mmol L' e pH 5,4). A
degradacdo de SMX atingiu 49% apos 120 min de aplicagdo do processo (Figura 24), valor
inferior comparado ao de 91% obtido com CAT]1 (Figura 21).
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Figura 24: a) Degradagdo de AZT, CLA e SMX aplicando o processo foto-Fenton heterogéneo e b)
Consumo de H,O». [CLA] = [AZT] = [SMX] = 6,6 umol L}, [CAT2] = 0,125 g L}, [H,02] = 15 mmol
L', [ACN] = 1% (v/v) e pH = 5,4.

Observa-se que CAT2 apresenta uma baixa atividade catalitica para degradagao de todos
os antibioticos, mas especialmente para a AZT e CLA, os quais degradaram apenas 5% em
relacdo aos 49% do SMX. A menor atividade catalitica de CAT2 em relagdo a CATI1 foi
associada inicialmente a menor lixiviagdo de cobre em relagdo a CATI. Entretanto,
experimentos realizados com 0,2 mmol L' de cobre (superior as concentragdes lixiviadas
proximas de 30 pmol L) aplicando o processo foto-Fenton homogéneo em pH 5,4 e 2,5
revelaram uma recalcitrancia dos macrolideos a esse processo (resultado que sera apresentado
na proxima secao), descartando a possibilidade de a degradagdo ocorrer em meio homogéneo

apos a lixiviagdo de cobre.

Nesse sentido, a baixa atividade catalitica de CAT2 pode ser relacionada com suas
propriedades, como a area superficial especifica (148,14 m? g'') muito menor que de CATI
(239,58 m? g!). Foi também observado que CAT1 apresenta a formagio de mais aglomerados
em sua superficie (Figura 16) com uma menor porosidade (Tabela 9) e ¢ composto por um
oxido misto de cobre e ferro com 6xido de cobre (Figura 15) com uma maior presenca de cobre
na composi¢ao (Tabela 9). Essas propriedades de CAT1 implicam em uma maior superficie
para promover a decomposi¢ao do H>O2 com mais aglomerados contendo ferro e cobre, o que

aumenta a atividade catalitica de CAT1 em relagdo ao CAT2.

A degradagao de AZT e CLA utilizando ambos os catalisadores foi muito semelhante.
A inser¢do do atomo de N no aumento do anel macrolideo da AZT, responsavel por aumentar

a atividade antimicrobiana em comparagdo a outros antibidticos da mesma classe (PETERS;
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FRIEDEL; MCTAVISH, 1992), ndo influenciou a velocidade de degradagcdo da AZT. Esse
resultado indica que o mecanismo inicial de degradagdo da AZT e CLA estd condicionado a
parte em comum dos farmacos: maior parte da extensao do anel macrolideos e agucares ligados

ao anel. Resultado analogo foi obtido com os experimentos de complexacao.

A degradagdo de SMX foi superior a de AZT e CLA utilizando ambos os catalisadores,
0o que indica uma menor recalcitrancia do SMX em relagdo aos macrolideos, conforme
esperado. Com esse resultado ¢ possivel inferir que a degradagdo de AZT e CLA em meio
contendo o SMX pode indicar a degradacdo simultanea de ambos os farmacos por processo
foto-Fenton heterogéneo. De modo analogo, apenas a degradacdo da AZT pode indicar a
degradacao de CLA (e vice-versa), resultando que o fato de um macrolideo degradar no meio
indica a degradagao de outros macrolideos com estrutura quimica semelhante e alguns outros

antibioticos, como o SMX.

Além disso, os experimentos foram realizados na concentracao 1% (v/v) de ACN e o
efeito da presenca desse solvente na degradacao de SMX foi estudado utilizando CAT2 (Figura
25). Observa-se que a presenca de ACN no meio influenciou a degradacdo de SMX utilizando
0o CAT2, diminuindo a degradagdo de 72% em éagua para 49% em meio contendo ACN. Esse
resultado ¢ diferente do observado para CATI1, no qual a presenca de ACN nao influenciou a
degradacao de SMX. Esses resultados reforcam a menor atividade catalitica de CAT2 em

comparacao ao CAT]I.
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Figura 25: Efeito da concentracdo de acetonitrila na degradagdo do SMX aplicando o processo foto-
Fenton heterogéneo com CAT2. [SMX] = 6,6 umol L', [CAT2] = 0,125 g L', [H,O2] = 15 mmol L' e
pH=54.

As constantes cinéticas de degradagao do SMX em ACN e em agua usando o CAT2

foram obtidas por meio de um ajuste dos dados obtidos aos modelos de primeira e segunda
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ordem (Tabela 12). Na presenca de ACN, o modelo de primeira ordem apresenta um melhor
ajuste e enquanto na auséncia de ACN observa-se um melhor ajuste ao modelo de segunda
ordem. Os resultados obtidos indicam que a degradagdo do SMX em agua ¢ 3,8 vezes mais
rapida do que na presenga de ACN no meio, resultando em uma alta influéncia do meio na

degradacdo do SMX aplicando o processo foto-Fenton heterogéneo utilizando CAT2.

Tabela 12: Parametros cinéticos de degradacao obtidos do SMX aplicando o processo foto-Fenton
heterogéneo com CAT2 em pH 5,4 na presenca e auséncia de ACN no meio.

Primeira Ordem Segunda Ordem
[ACN] %

k (min') R? k (M'min') R?
0 0,0094 0,9567 0,0222 0,9869
1 0,0058 0,9900 0,0082 0,9784

5.6. Degradacio de AZT, CLA e SMX por processo foto-Fenton homogéneo

Com o objetivo de comparar a degradagao dos macrolideos com a do SMX excluindo a
limitagdo da transferéncia de massa e as caracteristicas da superficie dos catalisadores
sintetizados, aplicou-se o processo foto-Fenton homogéneo em pH 2,5. Usando Fe(II) como
catalisador (Figura 26), ambos os macrolideos apresentaram uma degradacdo semelhante

enquanto o SMX mostrou ser mais degradavel.
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Figura 26: a) Degradagdo de CLA, AZT e SMX pelo processo foto-Fenton homogéneo; b) Consumo
de H,0,. [CLA] = [AZT] = [SMX] = 6,6 umol L', [Fe(II)] = 0,2 mmol L', [H>O,] = 2 mmol L,
[ACN] = 1% (v/v), pH=2,5.
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Mesmo com a formac¢do de complexos de Fe(Il), os macrolideos mostraram-se
degradaveis pelo processo foto-Fenton homogéneo atingindo 83% de degradagdo dos farmacos
apds 150 min, enquanto a degradagdo de SMX atingiu 99% apds o mesmo periodo. Nos
primeiros 15 min de reagdo, a degradacdo de AZT, CLA e SMX foi similar (35-40%) e, apds
esse periodo, a degrada¢do do SMX passou a aumentar em comparagdo com a dos macrolideos.
Usando Fe(II) como catalisador, os primeiros minutos de degradacdo sdo mais rapidos do que
usando Fe(Ill) devido a uma maior velocidade de reagdo com H»>O» na reacdo de Fenton
(Equacao 1) para liberar um radical hidroxila que vai encetar o processo de degradacdo. Além
disso, a fotorreducdo de Fe(Ill) a Fe(Il) na reacdo de Fenton (Equagdo 2) ¢ prejudicada na
presenga de complexos de AZT e CLA com ferro em solugdo, como demonstrado

anteriormente.

A menor degradacdo dos macrolideos em comparagdo com o SMX pode ser atribuida a
estrutura quimica dos macrolideos, que ndo apresentam anéis com alta densidade eletronica
para favorecer o ataque do radical hidroxila gerado na reacdo de Fenton. Os valores das
constantes de cinética de degradacao de primeira ordem foram que melhor se ajustaram para

ambos os farmacos (AZT, CLA e SMX) (Tabela 13).

Tabela 13: Parametros cinéticos de degradacao obtidos para os farmacos aplicando o processo foto-
Fenton homogéneo usando Fe(Il) como catalisador em pH 2,5.

Primeira Ordem Segunda Ordem
Farmaco

k (min) R? k (M'min!) R?
AZT 0,0102 0,9444 0,0275 0,8341
CLA 0,0104 0,9587 0,0292 0,9000
SMX 0,0246 0,9786 0,2698 0,6869

Observa-se uma degradacdo 2,3 vezes mais lenta para os macrolideos em comparagao
ao SMX, o que pode estar associado nao apenas a estrutura quimica mais complexa da AZT e
CLA, mas também a um efeito de complexacdo dos macrolideos com ferro, sua maior massa
molar ou devido ao principal mecanismo envolvido na fotodegradagdo dos fArmacos. Espera-
se que a degradacdo de SMX ocorra por meio da adi¢do eletrofilica do radical hidroxila gerado
na reacao de Fenton ao anel aromatico, enquanto espera-se que a degradacdo dos macrolideos

ocorra por transferéncia eletronica. A complexacdo do ferro com os macrolideos reduz a
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geracdo de Fe(Il) no meio, porém a quantidade gerada ainda ¢ suficiente para reagir com H>O>

e degradar os macrolideos.

Ao aumentar a concentragdo de ferro para 1 mmol L, a degradacdo de todos os
farmacos ocorreu em apenas 5 min de aplicagdo do processo homogéneo. Porém, nesses
experimentos realizados, a concentracdo de catalisador era 150 vezes superior que a

concentracdo dos farmacos.

Cabe ressaltar que todos os experimentos foram realizados de forma simultanea para os
macrolideos e individualmente para o SMX, adicionando-se 0,1% (v/v) de ACN no meio. Ao
estudar-se a influéncia da concentracdo de ACN na degradacao do SMX aplicando o processo
foto-Fenton homogéneo (Figura 27), verificou-se uma alta interferéncia na degradacao do SMX

a medida que se aumentou a concentragdo de ACN no meio.
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Figura 27: Efeito da concentracdo de acetonitrila na degradagdo do SMX aplicando o processo foto-
Fenton homogéneo. [SMX] = 6,6 umol L', [Fe(I)] = 0,2 mmol L', [H,0,] = 2 mmol L', pH = 2,5.

A degradagdo do SMX atingiu 97% apds 15 min e ficou abaixo do LD ap6s 30 min em
experimentos realizados na auséncia da ACN, o que significa que 0,2 mmol L' de Fe(II) gerou
‘OH suficiente para degradar o SMX apds 30 min em agua. Ao aumentar a concentracao de
ACN para 0,5 % (v/v), a degradacao do SMX ficou abaixo do LD ap6s 60 min de aplicacdo do
processo, enquanto ao aumentar a concentragdo para 1% (v/v) a degradacdo de SMX atingiu
99% somente apos 150 min de aplicacdo do processo. A degradacao na presenca de ACN ocorre

mais lentamente devido ao alto teor de carbono no meio (4,6 g L), tendo em vista que em
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outros estudos realizados evidenciou-se a baixa reatividade da ACN como sequestrador do

radical hidroxila (BRIZZOLARI et al., 2017).

A degradacdo de AZT, CLA e SMX também foi estudada utilizando Cu(Il) como
catalisador em pH 2,5 (Figura 28). Nos estudos realizados sobre a complexagdo de cobre com
os macrolideos, verificou-se que a AZT e CLA s3o agentes redutores do cobre e formam
complexos estaveis com Cu(I) em solucao. Entretanto, mesmo com uma maior geragao de Cu(I)
a partir de Cu(Il), a degradagao de AZT e CLA utilizando cobre como catalisador ndo foi
significante, enquanto a degradagdo de SMX atingiu 54% apo6s 150 min de aplicagdo do

processo em agua. A adi¢do de ACN 1% (v/v) reduziu a degradagcdo de SMX para 25%.
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Figura 28: a) Degradagdo de CLA, AZT e SMX pelo processo foto-Fenton homogéneo; b) Consumo
de H,0,. [CLA] =[AZT] = [SMX] = 6,6 umol L', [Fe(I)] = 0,2 mmol L', [H,O0,] = 2 mmol L', pH =
2,5. [%ACN (v/v)] =1 para AZT e CLA e 0 para SMX.

O consumo de H>O; foi de aproximadamente 4% para os experimentos realizados com
os macrolideos, enquanto foi de 26% para os experimentos com o SMX (Figura 25b). A
formacao de complexos de cobre com os macrolideos pode ser responséavel pela recalcitrancia
observada aplicando o processo foto-Fenton homogéneo. Em experimentos realizados com
cobre e alterando o pH do meio para 5,4, os macrolideos também apresentaram recalcitrancia
ao processo, o que infere que a lixiviacdo de cobre nos catalisadores heterogéneos (CATI1 e
CAT2) e a posterior degradagdo por processo homogéneo nio ¢ o principal mecanismo de

degradagdo, reforgando a importancia da atividade catalitica dos catalisadores desenvolvidos.
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O estudo da degradacao simultanea de AZT, CLA e SMX foi realizada em um efluente

doméstico com a finalidade de avaliar o efeito da matriz. O efluente coletado apresentava

carbono organico total igual a 68,52 mg L' (CT 115,8 mg L' ¢ C1 47,27 mg L) e pH igual a

8. Além disso, parametros como DBO, oxigénio dissolvido, nitrogénio e foésforos totais, entre

outros, podem ser consultados no Anexo 1.

Estudou-se a degradacdo dos antibidticos por processo foto-Fenton heterogéneo

(utilizando CAT1) em efluente e em agua (pH ajustado para 8), assim como a degradagao por

fotolise no efluente para estudar a influéncia de outros fotossensibilizadores e da luz na

degradacao dos antibidticos (Figura 29).
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Figura 29: Degradagédo de a) AZT; b) CLA e ¢) SMX por fotolise em efluente (-m-) e pelo processo
foto-Fenton heterogéneo em agua (-e-) e efluente doméstico (- A -); d) Consumo de H>O,. [CLA] =
[AZT] =[SMX] = 6,6 umol L''; [CAT1]= 0,125 g L'!; [H,0,] = 15 mmol L!; [ACN] = 1% (v/v); pH
=8.
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Em experimentos realizados em efluente e na presenca de luz ndo se observou
degradacdo dos antibidticos, o que indica que os farmacos ndo sdo fotolizados e nem
degradados indiretamente pela geragao de radicais na presenca de luz por fotossensibilizadores,
como nitrato, presentes no efluente. Além disso, o efluente apresentava uma turbidez de 80

NTU, o que ocasiona em menor penetracdo da luz, prejudicando a fotorreducdo de Fe**.

A degradacdo de AZT atingiu 61% (em efluente) e 51% (em agua) e a degradacdo de
CLA atingiu 50% (em efluente) e 55% (em agua), enquanto a degradacdo do SMX foi de 47%
(em efluente) e 89% (em agua), apds 120 min. A degradacao de AZT, apds 120 min, foi maior
em efluente do que em 4gua, o que indica que outros radicais podem ter sido formados no
efluente e favorecido a degradacdo. A degradacdo da CLA foi 5% menor em efluente do que
em agua, o que evidencia uma influéncia da matriz na degrada¢ao da CLA ao considerar-se
apenas a remog¢do de fadrmaco. Para o SMX, a matriz prejudicou significativamente a
degradacdo do farmaco, o que pode ser também verificado pelas constantes de velocidade, que
foram ajustadas aos modelos de primeira e segunda ordem para obtengdo dos valores das

constantes de cinética de degradacao (Tabela 14).

Tabela 14: Parametros cinéticos de degradacao obtidos dos farmacos aplicando o processo foto-
Fenton heterogéneo (usando CAT1) em efluente da ETE de Araraquara e agua (pH ajustado para 8).

Primeira Ordem Segunda Ordem
Farmaco Meio?
k (min) R? k (M'min') R?
Agua 0,0055 0,9357 0,0081 0,9702
AZT
Efluente 0,0079 0,9764 0,0128 0,9414
Agua 0,0057 0,9281 0,0088 0,9603
CLA
Efluente 0,0055 0,9256 0,0081 0,9354
Agua 0,0157 0,9031 0,0588 0,9524
SMX
Efluente 0,0052 0,9944 0,0072 0,9784

a = todos os experimentos foram realizados com 1% ACN (v/v) no meio.

Observa-se que a degradagao de AZT em 4gua ajustou-se melhor ao modelo de segunda
ordem enquanto a degradacdo em efluente ajustou-se melhor ao modelo de primeira ordem,
resultando em valores de magnitude proxima para as constantes. Também se observa que a

degradacdo de CLA ajustou-se melhor ao modelo de segunda ordem, sendo os valores das
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constantes de cinética obtidos de magnitude proxima. Esses resultados mostram que a matriz

estudada nao influenciou na degradagao da AZT e CLA por processo foto-Fenton heterogéneo.

A degradagao do SMX em agua (pH ajustado para 8) ajustou-se melhor ao modelo de
segunda ordem enquanto a degradacdo em efluente ajustou-se melhor ao modelo de primeira
ordem. Com isso, observa-se que a degradacdo do SMX em agua ¢ 11,4 vezes mais rapida do

que no efluente, mostrando uma influéncia consideravel da matriz na degradagao do SMX.

A degradacdo do SMX foi afetada consideravelmente enquanto a dos macrolideos ndo
foi afetada pela matriz devido ao mecanismo envolvido na degradagdo dos farmacos. A
degradacao do SMX ¢ dependente da adi¢ao eletrofilica do radical hidroxila gerado na reagao
de Fenton ao anel aromatico, o que ¢ dificultado na presenca de outros fotossensibilizadores
presentes no efluente. Além disso, a alta concentragdo de organicos no efluente contribui para
uma polariza¢do da densidade eletronica do meio, o que pode diminuir a taxa de degradacao
dos farmacos que dependem da densidade eletronica para a reagao com o radical hidroxila, ou
seja, farmacos que reagem mais rapidamente com ‘OH devido a sua alta nucleoficidade e a boa

acepcao de elétrons pelo radical hidroxila (YILDIZ et al., 2022).

O mesmo efeito ndo ¢ observado para os macrolideos devido ao principal mecanismo
de degradacgdo envolvido ser a transferéncia eletronica. Nesse caso, a cinética de degradagao
dos farmacos ndo depende essencialmente do ataque do radical hidroxila a uma regido da
molécula com alta densidade eletronica, embora a degradacdo ainda seja dependente da taxa de
geragdo de radicais hidroxila no meio. Estudos destacam a substituicdo do perdxido de
hidrogénio por outro agentes oxidantes que gerem radical sulfato SO4™ que apresenta menor
reatividade do com a matéria organica natural e ions presente em efluentes. Essa menor
reatividade ocorre devido ao mecanismo de degradagao promovido pelo SO4™ por transferéncia

eletronica (STARLING et al., 2021).

Dessa forma, observou-se neste trabalho que a degradacdo dos macrolideos nao foi
afetada no efluente, enquanto a do SMX foi significativamente afetada por ocorrer através de
uma combinagdo entre os mecanismos de transferéncia eletronica, abstracdo do atomo de
hidrogénio e adigao eletrofilica, a qual ¢ significativamente afetada devido a polarizabilidade
do meio e a menor reatividade do radical hidroxila com substiancias menos nucleofilicas e com

baixa capacidade de doagdo de elétrons (YILDIZ et al., 2022).

O consumo de H>O; foi de 89% em efluente e de 66% em agua. Esse resultado era

esperado devido a presenca de uma maior concentragao de matéria organica no meio. Ademais,
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o efluente foi coletado apods tratamento secundédrio e pode conter a presenca de outros

contaminantes emergentes, o que ndo foi verificado por ndo ser o objetivo da pesquisa.

Também se realizou um monitoramento dos produtos de degradagdo gerados em
efluente e em 4dgua por HPLC-DAD (A = 205 nm) (Figura 30). Observou-se a formacao de 4
produtos de degradacdo com mesmo tr (C1-C4) e a formacao de outros dois produtos diferentes

no efluente e em agua, totalizando mais 4 produtos de degradagao.
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Figura 30: Evolugao dos produtos de transformagao em a) agua e b) efluente durante aplicagdo do
processo foto-Fenton heterogéneo e comparagdo com evolugdo das areas de AZT e CLA. [CLA] =
[AZT] =[SMX] = 6,6 umol L', [CAT1] = 0,125 g L', [H,02] = 15 mmol L, [ACN] = 1% (v/v), pH
= 8, tr = tempo de retengdo.

A érea dos produtos de transformacao gerados ¢ em dgua (Figura 30a) menor que a
gerada em efluente (Figura 30b). Além disso, o efluente também apresenta absor¢ao em 205
nm e alguns compostos, os quais ndo foram identificados, aparecem no tempo 0 min (branco).
Cabe ressaltar que embora a area inicial do SMX ndo esteja representada na Figura 30 por ser
muito superior (aproximadamente 310000), alguns produtos podem ser associados diretamente
ao SMX, como o C2, que aumenta em experimentos de degradagao realizados na presenca de

SMX.

Supde-se que o produto C5 no efluente seja um produto de degradacao da CLA por sua
area aumentar apenas quando a drea da CLA diminui. Apos aplicagdo do processo, observa-se
a presenga de alguns produtos diferentes dos farmacos em solucdo ainda, indicando a ndo

mineralizagdo da solugdo apos aplicacdo do processo.
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5.8. Produtos de degradac¢io da Azitromicina em agua

Os produtos de degradagdao da AZT gerados nos processos foto-Fenton homogéneo em
pH 2,5 (usando Fe(II)) e heterogéneo em pH 5,4 (usando CAT1) foram determinados. Realizou-
se a analise em amostras coletadas apos 30 min (homogéneo) e 60 min (heterogéneo) devido
ao fato de que nesses intervalos de tempo 45% de degradacdo foram observados para a AZT
aplicando ambos os processos. Esses tempos foram escolhidos visando comparar os produtos
de transformagdo gerados em cada processo e obter informagdes sobre o mecanismo de

degradacao dos farmacos.

O espectro de massas obtido por meio de um espectrometro de massas com ionizagao
por electrospray operado em modo positivo (ESI/MS) referente ao padrao de AZT tem ion
molecular [M+H]" de relagdo massa carga (m/z) 749 e um ion m/z 787 referente ao aduto com
potassio [M+K]" (Figura 31). A presenga de potassio se deve ao ajuste do pH da fase movel

para 7,5 com KOH.
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Figura 31: Espectro de massas da Azitromicina.

Os cromatogramas obtidos antes e apds aplicacao do processo foto-Fenton homogéneo
usando o detector UV/DAD (Figura 32a-b) e o detector ESI/MS (Figura 32c-d) indicam a
formag¢ao de 4 produtos de degradacdo nomeados como AZT-A, AZT-B, AZT-C e AZT-D.

Observa-se no cromatograma a diminui¢ao do pico relativo a AZT apds aplicagao do processo,



85

indicando que houve a degradagdo da AZT. Todos os espectros de massas dos produtos de

degradacdo identificados encontram-se no Anexo 2 desta dissertagdo.
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Figura 32: Cromatogramas obtidos para a AZT antes e ap6s aplicacdo do processo foto-Fenton
homogéneo usando os detectores a-b) DAD A = 230 nm ¢ ¢-d) ESI/MS (base peak). [AZT] = 6,6
umol L1, [Fe(II)] = 0,2 mmol L', [H,0,] = 2 mmol L', [ACN] = 0,5% (v/v), pH = 2,5. Amostragem
em 30 min.

Dentre os produtos de degradacio identificados, AZT-A ¢ AZT-C [M+H]" m/z 430 sdo
isomeros. As perdas dos agtcares ligados ao anel macrolideo (cladinose e desosamina) durante
a degradacdo podem gerar um ion molecular m/z 434, o qual foi relatado na literatura como um
produto de transformagdo da AZT em meio acido (CIZMIC et al., 2019), ou seja, um produto
da hidrolise da AZT que ocorre ao mudar o pH do meio para &cido. Outro estudo identificou

um intermediario com m/z 432 referente ao anel macrolideo da AZT sem os aglicares com a
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oxidag¢do de uma hidroxila a um grupo carbonila (NARAGINTI ef al., 2019). O ion [M+H]"
m/z 430 sugere que 2 grupos hidroxila no anel lactona foram oxidados a um grupos carbonila

apo6s a perda dos aglcares e geraram os isomeros AZT-A e AZT-C (Figura 33).

O intermediario AZT-D, com m/z [M+H]" 763 é produto da hidroxilagdo da AZT e
oxidagdo de uma hidroxila a um grupo carbonila na estrutura quimica do farmaco. No sistema
de cromatografia liquida acoplada ao espectrometro de massas utilizado nao foi possivel
determinar a estrutura deste produto de degradacdo devido a presenca de muitos grupos

hidroxila na estrutura quimica da AZT. Nesse sentido, desenhou-se trés possiveis isomeros para

a AZT-D (Figura 30).

Outro produto identificado apos aplicagdo do processo foto-Fenton homogéneo foi o
AZT-B, [M+H]" m/z 528, foi detectado em 2,54 min de reten¢do no cromatograma. Este curto
tempo de retencdo sugere que este produto tem uma polaridade mais alta do que outros produtos
de transformacgao, que apresenta um pico com sinal alto em comparagao com os outros produtos
de transformagao identificados (Figura 32). Nesse caso, a estrutura proposta para AZT-B pode
ser produto da séxtupla hidroxilacdo do anel macrolideo e oxidagdo de um grupo hidroxila ap6s
as perdas de agticares cladinose e desosamina (Figura 33). Além disso, o meio 4cido favorece
perda da desosamina e a cladinose ligadas ao anel macrolideo, provavelmente influenciando a
formacdo de AZT-B em concentragdo maior que os demais produtos de transformagado ja
mencionados ¢ aumentando a polaridade do produto formado devido a entrada multipla de
grupos -OH no anel macrolideo. Cabe ressaltar que foi utilizado um espectrometro de massas
de baixa resolugao para obtencao dos produtos de transformagao propostos neste trabalho. Seria
necessario um estudo mais detalhado e especifico utilizando espectrometro de massas de alta

resolugdo para elucidagdo mais exata dos produtos de transformacao.
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Figura 33: Proposta de produtos de degradacdo identificados para a AZT aplicando o processo foto-
Fenton homogéneo. [AZT] = 6,6 umol L}, [Fe(1I)] = 0,2 mmol L, [H,0,] =2 mmol L}, [ACN] =
0,5% (v/v), pH =2,5.

Apo6s 60 min de aplicagdo do processo foto-Fenton heterogéneo usando CAT1 0,125 g
L'e 15 mmol L' de H,O, em pH 5.4, foi atingida a mesma degradacio da AZT que no processo
homogéneo ap6s 30 min (45%). No entanto, nenhum intermedidrio foi detectado nessas
condi¢des, devido possivelmente a baixa concentracdo formada, inviabilizando a detecc¢ao pelo
analisador de massas, ou adsor¢ao no catalisador. Nesse sentido, o resultado obtido sugere que
a degradacao da AZT ocorre por mecanismo ou cinética diferente aplicando os processos
homogéneo e heterogéneo. A fim de investigar os produtos de degradagdo gerados no processo
foto-Fenton heterogéneo, analisou-se amostras coletadas apdés 120 min de aplicagdo do
processo e detectou-se 5 produtos de degradagdo. Todos os espectros de massas dos produtos

identificados encontram-se disponiveis no Anexo 2.

Um dos produtos de transformacgao detectados apresentou um espectro de massas com
baixa intensidade, ou seja, todos os picos dos ions no espectro apresentam intensidades
proximas entre si € do branco injetado no sistema, o que impossibilita a proposi¢ao de uma

estrutura quimica para o sinal detectado.

Os outros quatro produtos de degradagdo identificados tém ion molecular protonado

[M+H]" m/z 638, 763, 765 ¢ 767. O produto de degradagdo [M+H]" m/z 763 é o produto AZT-
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D, ja identificado no processo foto-Fenton homogéneo (mesmo tempo de retencdo, 19,8 min).

Os outros trés produtos foram nomeados como AZT-E, AZT-F e AZT-G.

O intermedidrio AZT-E, [M+H]" m/z 765, é um produto gerado pela hidroxila¢do da
AZT sem perda dos aglicares desosamina e cladinose, considerando que em pH 5,4 ndo ocorre
o favorecimento da perda dos acucares ligados ao anel macrolideo (Figura 34). Enquanto isso,
o intermediario AZT-F [M+H]" m/z 638 foi gerado apos a perda do agticar desosamina do anel
macrolideo seguida da tripla hidroxilacao e uma oxidagdo de um grupo hidroxila a um grupo

carbonila (Figura 34).

O intermediario AZT-G [M+H]" 767 ja foi relatado na literatura como uma impureza
da AZT, o que representa a entrada da molécula de H>O na estrutura quimica do antibiotico
(SAITA et al., 2018). A identificacdo desses produtos sugere que a degradacdo de AZT por
processo foto-Fenton homogéneo e heterogéneo ocorre por diferentes vias com a formagado de
um intermediario comum (AZT-D), sendo influenciada pelo pH do meio e iniciando com uma

hidroxilacdo seguida da perda de um (heterogéneo) ou dois (homogéneo) agucares.

(OH)3

Hidroxilagao
[ b

1 Perda da desosamina

N

oH \

Azitromicina
J Hidroxilagio m/z 749

-OH

Lo
N

Ho,

2 Oxidagio

Figura 34: Proposta de produtos de degradacdo identificados para a AZT aplicando o processo foto-
Fenton heterogéneo. [AZT] = 6,6 umol L}, [CAT1]=0,125 g L', [H,0,] = 15 mmol L'}, [ACN] =
0,5% (v/v), pH =5,4.
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5.9. Produtos de degradacido da Claritromicina em agua

Os produtos de degradagao da CLA gerados nos processos foto-Fenton homogéneo em
pH 2,5 (usando Fe(II)) e heterogéneo (usando CAT1) em pH 5,4 foram investigados. Realizou-
se a analise em amostras coletadas apos 30 min (homogéneo) e 60 min (heterogéneo) devido
ao fato de que nesses intervalos de tempo 45% de degradacdo foi observado para a CLA
aplicando ambos os processos. Da mesma forma que AZT, esses tempos foram escolhidos
visando comparar os produtos de transformacao de degradacdo gerados em cada processo e
obter informacdes sobre o mecanismo de degradacdo dos farmacos. O espectro ESI/MS
referente ao padrdo de CLA tem ion molecular [M+H]" m/z 748 ¢ um ion m/z 786 referente ao

ion [M+K]" (Figura 35).
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Figura 35: Espectro de massas da claritromicina.

Os cromatogramas obtidos antes e apos aplicacdo do processo foto-Fenton homogéneo
usando o detector DAD (Figura 36a-b) e o detector ESI/MS (Figura 36¢-d) indicam a formagao
de 5 produtos de degradagao nomeados como CLA-A, CLA-B, CLA-C, CLA-D ¢ CLA-E.
Observa-se no cromatograma a diminuicao do pico relativo a CLA apds aplicacdo do processo,
indicando que houve a degradacdo da CLA. Todos os espectros de massas dos produtos de

degradacao identificados encontram-se no Anexo 2 desta dissertacao.



90

RT: 0,00-30,00 SM: 9G
) 4000,
a

2500

“’I" 15.98 19.86 2047

I
M\, #1303 |\ 1e.
o o G0 ‘\\M,@\q&gzﬂ Lol e
[ e AN MG S 208
- WA W
3 b 3 3 7o = Ta o T Zo 2= Za 7o B
RT: 0,00 -3000 SM 9G il
00 ‘” Tempo (min)
b) =i ||
,,,,, ‘L :
15.95 19.60
uuuuu 1272 5% T 40 i
e A\, 1435 | &«,_WJ\)./-\\_WJ
..%I\M i

1500

10,54
76 1055/
o

& 5 W0 2 1a 16 i 20 22 24 Ze 28

Tempo (min)

30 J\ 338 oo |

I\

|

20 ‘ 582 6. /V | ,
188 1253 1441 1608 1755 )lv ) LT

AN Pty Vg AR Yi

153234 070 (| /
1ol TV W

e
C o D E

& s 10 12 1a 16 18 20

Tempo (min)

Figura 36: Cromatogramas obtidos para a CLA antes e apds aplicagdo do processo foto-Fenton
homogéneo usando os detectores a-b) UV/DAD A = 230 nm e ¢-d) ESI/MS (base peak). [CLA] = 6,6
umol L, [Fe(I)] = 0,2 mmol L', [H,0>] =2 mmol L, [ACN] = 0,5% (v/v), pH = 2,5. Amostragem

em 30 min.

Dentre os produtos de degradacao identificados, dois produtos de fragmentagdo (CLA-
A e CLA-B) mostraram sinais baixos e proximos ao do branco, dificultando a determinagdo da
estrutura quimica. Os outros produtos de degradagio CLA-D ¢ CLA-E [M+H]" 762 sdo
isdmeros. A estrutura desses produtos de transformacao ¢ analoga a estrutura proposta para o
produto AZT-D, ou seja, produtos de hidroxilacdo e subsequente oxidagdo do grupo hidroxila
ao grupo carbonila (Figura 37). Além disso, esses produtos também foram identificados em

estudo anterior (CALZA et al., 2012).
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Hidroxilagido

Claritromicina
m/z 748 CLA-D e CLA-E

miz 762

Figura 37: Proposta de produtos de degradacéo identificados para a CLA aplicando o processo foto-
Fenton homogéneo. [CLA] = 6,6 umol L', [Fe(II)] = 0,2 mmol L', [H,O,] = 2 mmol L', [ACN] =
0,5% (v/v), pH =2,5.

O produto CLA-C (t: = 2,32 min) apresenta alta polaridade, de forma analoga ao produto
AZT-B, porém nao foi possivel identificar o pico do ion molecular para este composto devido
ao sinal baixo dos picos em m/z superior a 430. Entretanto, esse produto deve ser resultado de
uma constante hidroxilagdo do anel macrolideo ap6s perda dos agucares devido a similaridade
dos resultados obtidos entre os produtos de degradag¢do da AZT e CLA por processo foto-Fenton
homogéneo em pH 2,5. Aplicando o processo foto-Fenton heterogéneo, ndo foi possivel

identificar produtos da degradagcdo de CLA apds 60 ou 120 min de aplicagao do processo.

5.10. Radicais envolvidos na degradacao

Realizou-se experimentos utilizando sequestrantes do radical hidroxila (Figura 38)
visando identificar a contribui¢ao dos radicais hidroxila na degradagdo simultanea de AZT,
CLA e SMX em pH 8, assim como avaliar a contribui¢ao de outros radicais que podem ser
gerados no processo Fenton, como HO2", Ox™ e '0,. Observa-se que a degradagio do SMX nio

foi inibida na presenca do propanol atingindo 90% de degradacao apds 120 min de aplicagao
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do processo, enquanto na presenca de terc-butanol o SMX atingiu 73% de degradacao apos 120

min. A degradacdo de AZT e CLA foi inibida na presenca de propanol e terc-butanol.
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Figura 38: Efeito de diferentes sequestrantes de radicais hidroxila na degradacdo da a) AZT; b) CLA
e ¢) SMX; d) consumo de H,O,. [CLA] = [AZT] = [SMX] = 6,6 umol L'; [CAT1]= 0,125 g L!;
[H,02] = 15 mmol L!; [ACN] = 1% (v/v); pH = 8; [sequestrantes] = 100 mmol L.

Os resultados evidenciam uma dependéncia na degradacdo dos macrolideos com a

presenga de radicais hidroxila no meio, os quais sdo os principais radicais envolvidos no

mecanismo de transferéncia eletronica para degradagdo de AZT e CLA. Enquanto isso, para o

SMX ¢ sugere-se a contribui¢do de outros radicais no meio para degradacdo, sendo a

degradacao inibida apenas quando utilizado o terc-butanol como sequestrante de radical

hidroxila no meio. Esse resultado indica que na presenca de um sequestrante que ndo reage tao

rapidamente com o radical hidroxila, a rea¢do entre o radical e 0 SMX ocorre rapidamente e

nao ¢ inibida, enquanto quando utilizado um sequestrante de radical hidroxila que reage mais

rapidamente, observa-se uma redugdo na taxa de degradacao durante a aplicacao do processo
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foto-Fenton heterogéneo. A contribui¢do de outros radicais para a degradagdo do SMX ¢

esperada devido aos diferentes mecanismos envolvidos no processo foto-Fenton.

O consumo de H»O; foi préximo em todos os experimentos, indicando que a
decomposi¢do do perdxido de hidrogénio pelo CATI1 na reagdo de Fenton ocorreu. As outras
espécies radicalares envolvidas no processo de degradacdo do SMX ndo foram investigadas,
porém ja foi verificado que outras espécies radicalares participam do processo utilizando

diferentes catalisadores (HANG et al., 2022; Ll et al., 2021).

Embora seja uma pequena diferenga, ¢ possivel observar que a degradacao de CLA,
analoga a degradagao do SMX, foi mais inibida na presenca de terc-butanol do que na presenca
de propanol devido a velocidade de reacao dos alcoois com o "OH. A degradagdo de AZT foi
inibida de forma igual utilizando ambos os sequestrantes, indicando uma maior dependéncia da

degradagdo da AZT com a presenca de radicais hidroxila no meio.

Conforme discutido, o SMX ¢ degradado por processo foto-Fenton heterogéneo através
de uma combinacdo dos mecanismos de adicdo eletrofilica, abstracdo do atomo de hidrogénio
e transferéncia eletronica enquanto o mecanismo de degradacao dos macrolideos ¢ apenas a
transferéncia eletronica. Os produtos de degradagao identificados para os macrolideos estdo de
acordo com o observado na contribuicdo do radical hidroxila para a degradacdo, sendo os
produtos de transformacao identificados produtos hidroxilados. Os resultados obtidos
contribuem para a compreensdo do mecanismo de degrada¢do dos macrolideos e SMX, as
espécies radicalares envolvidas no processo e a recalcitrancia desses antibidticos ao processo

Fenton.
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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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7. PERSPECTIVAS

A partir dos resultados descritos no presente trabalho, pode-se observar que ainda
existem possibilidades a serem exploradas relacionadas ao mecanismo de degradagdo e a
eficiéncia do processo foto-Fenton para degradacao de antibidticos macrolideos. Dessa forma,
um estudo sobre a utilizagdo de radical SO4™ como agente oxidante pode fornecer informagdes
complementares sobre o mecanismo de degradacao dos macrolideos. Além disso, a realizagao
de experimentos utilizando um espectrometro de massas de alta resolucdo em diferentes
matrizes pode fornecer mais informacgdes sobre os produtos de transformagdo gerados e

consequentemente o mecanismo envolvido na degradacdo dos macrolideos.

A realizacao de testes de atividades antimicrobianas, a qual era um dos objetivos iniciais
do projeto de pesquisa, pode ser empregada para verificar como a geragdo de subprodutos dos
macrolideos influencia na atividade antimicrobiana e consequentemente inferir a viabilidade de

aplicacdo do processo foto-Fenton para degradacao desta classe de antibidticos.

Além disso, experimentos com outras classes de antibidticos podem ser realizadas para
comparar com a degradacdo dos macrolideos, buscando verificar qual classe apresenta um
comportamento mais persistente ao processo foto-Fenton em meio homogéneo e heterogéneo.

Outra possibilidade ¢ estudar a presenga e comportamento dos macrolideos no lodo das ETE.
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ANEXO 1

Principais parametros fisicos e quimicos do efluente da estacio de tratamento de esgotos
de Araraquara referente ao dia 9 de maio de 2023.

Parametro Unidade Resultado
pH - 7,21
Temperatura °C 26
Turbidez NTU 80
Demanda quimica de oxigénio mg L! 259,3
Demanda bioquimica de oxigénio mg L 46,4
Oxigénio dissolvido mg L! 2,43
Cor PtL! 80
Cloretos mg L! 66,7
Nitratos mg L! 1,8
Nitritos mg L 0,06
Fosforo total mg L 6,95

Carbono Organico Total mg L! 68,52
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ANEXO 2

Espectros de massas dos produtos de degradacio da AZT e CLA por processo foto-
Fenton homogéneo e heterogéneo.
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