PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL
’1\‘/# PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO

{g I”\ PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA E

TECNOLOGIA DE MATERIAIS

Faculdade de Engenharia .
PUCRS Faculdade de Fisica
Faculdade de Quimica PGETEMA

AVALIACAO DO TRATAMENTO DE SOLUCOES SINTETICAS
CONTENDO O FARMACO METRONIDAZOL COM PROCESSOS
AVANCADOS DE OXIDACAO

JOICINELI FAGUNDES DE OLIVEIRA BECKER
LICENCIADA EM QUIMICA

DISSERTACAO PARA A OBTENCAO DO TiTULO DE MESTRE EM
ENGENHARIA E TECNOLOGIA DE MATERIAIS

Porto Alegre
Agosto, 2010



PONTIFiCIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA E

TECNOLOGIA DE MATERIAIS
Faculdade de Engenharia
Faculdade de Fisica

Faculdade de Quimica PGETEMA

AVALIACAO DO TRATAMENTO DE SOLUCOES SINTETICAS
CONTENDO O FARMACO METRONIDAZOL COM PROCESSOS
AVANCADOS DE OXIDACAO

JOICINELI FAGUNDES DE OLIVEIRA BECKER
LICENCIADA EM QUIMICA

ORIENTADOR: PROF. DR. Marcal José Rodrigues Pires
CO-ORIENTADOR: Prof(a). Dr(a). Carla Maria Nunes Azevedo

Dissertacdo realizada no Programa de
P6s-Graduagdo em  Engenharia e
Tecnologia de Materiais (PGETEMA) da
Pontificia Universidade Catdlica do Rio
Grande do Sul, como parte dos requisitos
para a obtencdo do titulo de Mestre em
Engenharia e Tecnologia de Materiais.

Porto Alegre
Agosto, 2010



BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Marcal José Rodrigues Pires
Programa de Pés-Graduacdo em Engenharia e Tecnologia de Materiais
Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul

Prof. Dr. Alexandre Arenzon
Faculdade de Biologia
Universidade Federal do Rio Grande do Sul

Profa. Dra. Marlise Aradjo dos Santos
Faculdade de Farmacia
Pontificia Universidade Cat6lica do Rio Grande do Sul

Profa. Dra. Rosane Angélica Ligabue
Faculdade de Quimica
Pontificia Universidade Catdélica do Rio Grande do Sul

Profa. Dra. Isabel Cristina Telles Silveira
Consultora na Area de Quimica Ambiental



“O ignorante afirma, o sabio
duvida, o sensato reflete”

(Aristoteles)



DEDICATORIA

Ao Arthur, meu filho amado; e ao Augusto companheiro de todas as vidas.

A minha mae pelo exemplo de forca e trabalho.

Aos meus sogros pela parceria incansavel; em especial, ao meu sogro pelas

interminaveis caronas.

A vé iris (in memorian), por me orientar e apoiar, seja de onde for...

Aos meus familiares, que torcem pelo meu sucesso.

A todos os amigos que colaboraram para a realizagao desse trabalho.



AGRADECIMENTOS

Ao Programa de Pdés-Graduagdo em Engenharia e Tecnologia de Materiais-
PGETEMA/PUCRS, pela oportunidade de estudo.

Ao Prof. Dr. Margal José Rodrigues Pires agradego a orientagao, por confiar

no meu trabalho, e pelas oportunidades oferecidas desde a graduacao.
A Prof. Dra. Carla Azevedo pela co-orientacdo e pela incansavel parceria.

Ao Prof. Dr. Alexandre Arenzon pelo espaco e apoio do Laboratorio de

Ecologia da UFRGS nos testes de toxicidade.

Ao Quimico Gabriel Rubensan, pelas analises cromatograficas realizadas no

Laboratério Nacional Agropecuario-LANAGRO.

Ao Laboratério de Processos Ambientais-LAPA, e a sua equipe através da

profissional Fernanda A. dos Santos; pela ajuda nas analises de toxicidade.

A Bioensaios Analises e Consultoria Ambiental pelo apoio em permitir o uso
de suas instalacdes e equipamentos do laboratério durante a parte experimental

deste trabalho.

A Prof. Dra. Cleidy Walery dos Santos Andretta, pela disponibilidade e ajuda

fornecida no estudo de toxicidade e analise dos subprodutos.

A Prof. Dra. Marlise A. dos Santos pelo fornecimento do farmaco usado nesse

estudo.

As colegas do Laboratério de Quimica Analitica e Ambiental da PUCRS, pela
companhia e espirito de equipe; em especial, a colega Fernanda e Luciane pelas

analises realizadas na cromatografia ionica.



SUMARIO

D[ @] 5
A GRADECIMENTOS .uittuititiititittiet ettt teett s eaat ettt eeessaaenateeaenesaraesesaenssannns 6
SUMARIO 111ttt ettt e e e et e et e e et n e et e e et e et e e e e e e e e et e e e e e eaeaeas 7
LISTA DE FIGURAS ...ttt ettt ettt e e e e anns 10
LISTA DE TABELAS . .ittitit ettt ettt ettt e et e et et e e et e et e e e e e e et e e e e e e e eenns 13
LISTA DE QUADROS. .. cuuiitieit et ee et et e e e e e e e e et e et e et e et e et e et e e e e e e eeens 14
LISTA DE SIMBOLOS E ABREVIATURAS ...uiitiiitiitiiiiiei it iessaeeneensassaeneenanas 15
RESUMO .. 16
AB ST R A C T e 17
1. INTRODUGAD ... .ottt ettt 18
2. 0BIETIVOS ..o 21
2.1. ObjetivoS ESPECITICOS .uuiiiiiiiiiiiiiiieiie e 21
3. REVISAO BIBLIOGRAFICA.......ceoiieiiiieiee e 22
3.1. Efluentes contendo FArMACOS ......ooooveeieieieieeeeeeeeeeee 22

3.1.1. Metronidazol .......ooeeee e 25
3.2. Processos de Tratamento Avangados de OXidaga8o ..........ccceevvveeiiiieenennnnnn. 26

3.2.1. OZONIZAGAOD .....cceeeeeeitee e 27

3.2.2. ReagOES FENTON ... 29

3.2.3. Reagdes FOto-Fenton ... 30

3.2.4. Processo tipo FENION ........ooouiiii e 32

3.2.5. Tratamentos redutivos baseados no emprego de Fe° ..........cccoovvevvenne... 33
3.3. Toxicidade e ecotoxicidade em ambientes aquatiCoS ............ccceevvvvvvvnnnnnnnn. 34

3.3.1. 0OrganisSmOS-teSIe.........couviiiiiiiiiii 36
3.4. Toxicidade e ecotoxicidade do metronidazol e subprodutos ............cc....... 37
4. MATERIAIS EMETODOS ...t eee e 40
4.1. Reagentes € MaAteriaiS . ......ccuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee ettt 40
4.2. Process0S de Trat@mento.......ccouviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee ettt 40

4.2.1. Preparo da solugdo-estoque de metronidazol.............ccccoeeeeeiviiiiiiiiiinennnn. 42



4.2.2. Avaliagao espectrofotométrica do farmaco para diferentes pHs............... 42
4.2.3. Avaliagao espectrofotométrica do meio reacional Fenton......................... 43
4.2.4. Peroxidacao e foto-peroxidagao do farmaco...........ccceeevvvveeeeeieinieeeeennnnnn.. 43
4.2.5. Reagdes Fenton e Foto-Fenton classicas..........cccccceevevviiiiieiiccce e, 44
4.2.6. Reacgdes tipo Fenton, e tipo foto-Fenton ... 44
4.2.7. Reacdo entre 0 farmaco € FE® e FE ... ..o 45
/G T/ =1 o Yo Fo FR AN o F= 111 (o] o 1 45
4.3.1. Espectrofotometria de ultravioleta-visivel.............ccccooeeeeiiiiiiiicee 45
4.3.2. Cromatografia liquida de alta eficiéncia ... 45
4.3.3. Espectrometria de absor¢do atdmica-FAAS ... 47
4.3.4. Cromatografia IonIiCa..........ccevuiiiiiie e 48
4.4. Ecotoxicidade do metronidazol e dos subprodutos .........ccccooeeiii 48
5. RESULTADOS E DISCUSSOES......cootiieeeeeeeeeeeeeee e, 49
5.1. Estudos preliminares do espectro do metronidazol ..........ccccooeeeeevvivveinnnnnnnn. 49
5.1.1. Espectros do meio reacional Fenton..............cccoooeeiiiiiiiiiciiiie e, 51
5.2. Estudo das reacfes de degradac@o do fAarmaco ..........ccccvvvveeeeeieeiiiiiiiiiieeenn. 53
5.2.1. Peroxidacgao e foto-peroxidacdo do metronidazol ....................ccooevrrnnnnnn. 53
5.2.2. Reagdes Fenton e foto-Fenton classicas.......cccccoooviiiiiiiiii e, 60
5.2.2.1. Degradacao do metronidazol na reagdo Fenton.............cccccoeeeee. 62

5.2.3. Reacdes tipo Fenton e tipo Foto-Fenton...............ooooiiiiiiiii 64
5.2.4. Reacdes degradativas usando Fe® e FE* ........oooiiomioeeeeeeeeeeeeeee, 68
5.3. Andlise da decomposicédo do metronidazol por CLAE-UV .........cccevvvvvnnnnnnn. 72
5.3.1. Reagao de foto-peroXidagao ..........ccveeiieiieiiiiiiiie e 72
5.3.2. Reagao tipo FENION ... .coee e 73
5.3.3. REaCA0 A€ rEAUGAD........uuiiiiiiiiie et e e e e e eannas 76
5.4. Influéncia do teor de ferro livre total na degradacdo do metronidazol ....... 78
5.5. ANalise d0S SUDProdUIOS ....ccoiiiiiiiiiie e 82
5.5.1. Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecgdo DAD .................... 82
5.5.2. Cromatografia I6niCa...........c.ooommiiiiiii e 86
5.6. Ensaios de toxicidade com 0S subprodutos ..........cccvvvviiiiiiiii e 88
6. CONCLUSOES. ..ottt 91
7. PROPOSTAS PARA TRABALHOS FUTUROS ... 93

8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......cccveeeeeeeeeeee e, 94



ANEXO A



LISTA DE FIGURAS

Figura 3.1. Possiveis rotas de disposicdo dos farmacos no ambiente....................... 24
Figura 3.2. Formula estrutural plana do metronidazol. ..................eeueiiiiiiiiiiiiiiiiiiienes 25
Figura 3.3. Representacao das possiveis vias reacionais viabilizadas pelo uso de

ferro MetaliCo. ..o 33
Figura 3.4. Aspecto ilustrativo de Daphnia SimiliS. ............cccccooveiiiiiiiiiiiiicii e, 37
Figura 4.1. Esquema da montagem do reator para os processos de tratamento. Para

as reacgodes foto foi utilizada fonte UVA..........coooriiiiii e 41
Figura 4.2: Curva analitica para o farmaco metronidazol em meio natural, pH 6,0,

faixa de calibragao de 0,1 a 10 mg L, CLAEem 317 NM'wecvveeeeeren 46
Figura 4.3: Curva analitica para determinagdo de Fe total por FAAS, faixa de

Figura 5.1.

Figura 5.2.

Figura 5.3:

Figura 5.4:

Figura 5.5.

Figura 5.6.

Figura 5.7.

concentracdo de 0,5 a 10 MG L7 .ot 47

Espectros de absorcédo da solucido de metronidazol em concentragcédo de
10,31 mg L'1, em diferentes valores de pH..........ciiiiiiii i, 49

Espectros de absorcdo da solugdo de metronidazol 10,31 mg L™ em pH
de 10,0 (linha grossa) e da base usada para alcalinizar (linha fina) na
concentracdo de 10 Mol L™l ..o, 50

EsPectros das solugdes contendo (A) 10,20 mg L' em H,0, e 6,70 mg
-"em Fe*?, (B) 10,20 mg L' em H,0, , (C) 6,70 mg L' em Fe*?, pH de
K == 1 EERTRRP 51

Espectros de absorcdo da solugdo (A)10,31 mg L' em metronidazol , (B)
6,70 mg L™ em FeCls, (C) solugéo 10,20 mg L' em H,0, e 6,70 mg L™
em Fe™, e (D) HCI 0,1 Mol L™ .o 52

Espectros de absorcdo da solugdo de metronidazol 10,31 mg L™ e 10,20
mg L™ em H,0,., pH de 3,510,2, em diferentes tempos reacionais para a
0121 o) (T F=Toz= o Jmu PSP 53

Espectros de absorcdo de solugdo de metronidazol 10,31 mg L' e 10,20
mg L em H.0,, pH de 3,510,2, em diferentes tempos reacionais para a
(0] (o Tl 01=T o) (T = Tox= Lo TN UEEPPSR 54

Espectros de absorcéo de solugdo de metronidazol 10,31 mg L™, pH de
3,510,2, em diferentes tempos reacionais para a fotdlise. ..................... 55



11

Figura 5.8. Espectros de absorcdo de solugdo 255 mg L™ em H;0,, e 1031 mg L™
em HoO, , pH de 3,520,2. ..o 56

Figura 5.9. Espectros de absor¢do de solugdo de metronidazol 10,31 mg L™
peroxidagdo com 255 mg L™" em H,0,, e foto- peroxidacdo com 255 mg
L™ em HaO2 , PH A€ 3,5+0,2. ..o 57

Figura 5.10. Espectros de absorgao de solugdo de metronidazol 10,31 mg L™, foto-
peroxidacdo com 1031 mg L™ em H,0,, pH de 3,520,2.........cocooveeee.... 58

Figura 5.11. Espectros de absorgao de solugdo de metronidazol 10,31 mg L™, foto-
peroxidagdo com 1031 mg L™ em H,0,, pH de 3,5+0,2, em diferentes
tEMPOS rEACIONAIS. .. coveeeeiee e 59

Figura 5.12: Espectros da amostra sintética de metronidazol 10,31 mg L™, 6,70 mg L~
"em Fe'?, 10,20 mg L em H,0,, pH de 3,5+0,2, em diferentes tempos
reacionais, reacado Fenton. ..., 60

Figura 5.13: Espectros da amostra sintética de metronidazol 10,31 mg L™, 6,70 mg L~
"em Fe*?, 10,20 mg L™ em H,0,, pH de 3,5+0,2, em diferentes tempos
reacionais, reacao Foto-Fenton................coooiii i, 61

Figura 5.14: Cromatograma do padrdo de metronidazol, concentragdo de 10 mg L™,
(=T G 0 o . P 62

Figura 5.15: Cromatograma de amostra de subproduto da reagdo de Fenton
classico, mesma amostra da Fig. 5.12, em 317 nm. .........ooovvvriceeeeen.n. 63

Figura 5.16: Cromatograma de amostra de subproduto da reagdo de Foto- Fenton
classico, mesma amostra da Fig. 5.14, em 317 nm. .........ooovvircceneeennn. 64

Figura 5.17. Espectros de absorcdo de metronidazol 10,31 mg L™ com 10,20 mg L™
em H,O; e 2,8 mg de ferro, pH de 3,5+0,2, em diferentes tempos
reacionais, reagao tipo Fenton. ... 65

Figura 5.18. Espectros de absorcdo de metronidazol 10,31 mg L™ com 10,20 mg L™
em HyO; e 2,8 mg de ferro, pH de 3,5+0,2, em diferentes tempos
reacionais, reacao tipo foto-Fenton. ..........ccccooooiiiiiiiiiiii 66

Figura 5.19: Remocao percentual de metronidazol em concentracéo de 10,31 mg L™,
5,10(cinza), 10,20(preto) e 20,40 (pontilhado) mg L' em H,0; , 2,8 mg
de ferro comercial, pH de 3,5, reagao tipo Fenton. ............cccccienn. 67

Figura 5.20: Espectros de absor¢ao da reacédo entre o metronidazol 10,31 mg L
com 2,8 mg de ferro, pH de 3,5+0,2, em diferentes tempos reacionais.68



12

Figura 5.21: Espectros de absorgédo da reagédo entre o metronidazol 10,31 mg L
com 2,8 mg de ferro, pH de 3,510,2, reagao de foto-reducéo................ 69

Figura 5.22: Espectros de absorgado da reagao entre o (A) metronidazol 10,31 mg L™
com 2,8 mg de ferro, e (B) reacdo com 6,70 mg L' em Fe™, pH de
K R 0 5P 70

Figura 5.23: Espectros de absor¢do da reacédo entre o metronidazol 10,31 mg L
com 6,70 mg L' em Fe*? e reagdo com 13,40 mg L™ em Fe*?, pH de
G < T = 1P 71

Figura 5.24: Cromatograma do subproduto da reacédo de fotoperoxidagédo, em 317
0] 0 R PP PURUPPTRPIN 72

Figura 5.25: Cromatogramas sobrepostos do padrdo de metronidazol 10,31 mg L™,
e dos subprodutos da reacao tipo Fenton e tipo Fenton irradiada, em 317
0] 0 PP 74

Figura 5.26: Cromatogramas sobrepostos dos subprodutos da reacgao tipo Fenton e
tipo Fenton irradiada, escala ampliada, em 317 nm.......c.....ccoeeeeennn. 75

Figura 5.27: Cromatogramas sobrepostos dos subprodutos da reagado de reducgao
usando 6,70 mg L™ em Fe*?, e na presenca de 2,8 mg em ferro, em 317
0] o 0 RS 76

Figura 5.28: Cromatogramas da reacgdo de Foto-reducdo usando 6,70 mg L™ em
Fe*?, e na presenca de 2,8 mg em ferro, em 317 NM......cooevveveeeeeenne.. 77

Figura 5.29: Ampliacdo de cromatogramas sobrepostos dos subprodutos da reagéo
de foto-redugédo usando 6,70 mg L-1 em Fe+2, e na presenga de 2,8
Mg em ferro,em 317 NM. ... 78

Figura 5.30: Influéncia do teor de ferro livre na decomposi¢do do metronidazol, pH
AE 3,520, 2. oo e aan 80

Figura 5.31: Influéncia do tipo de ferro na decomposi¢cdo do metronidazol pelo
processo de reducgao, fonte Feo(quadrado) e fonte Fe"z(circulos). ........ 81



13

LISTA DE TABELAS

Tabela 5.1. Influéncia dos teores de ferro na degradagao do metronidazoil.............. 79

Tabela 5.2. Teores de em mg L dos anions organicos e inorganicos, apds as
reagdes de degradacao do metronidazol, 30 minutos de reacéo. .......... 86

Tabela 5.3. Concentragdo em mg L' de N calculado, apds as reacbes de
degradacado do metronidazol. ............ooeiviiiiiii i 87

Tabela 5.4. Avaliagao da toxicidade de amostras sintéticas apds tratamento de
decomposicédo do metronidazol para Daphnia Similis, em 48 horas. .....88



LISTA DE QUADROS

Quadro 3.1 Termos comuns usados em ensaios de toxicidade. ..........cccoovveeeeneeenn.. 35

Quadro 4.1 Reagente metronidazol usado para preparo da solugéo-estoque........... 42



ABNT
CETESB
CEso
CLAE

LISTA DE SIMBOLOS E ABREVIATURAS

Associagao Brasileira de Normas Técnicas
Companhia Ambiental do Estado de Sdo Paulo
Concentracgao efetiva média

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

CONAMA Conselho Nacional de Meio Ambiente
CONSEMA Conselho Estadual de Meio Ambiente

Cis

HPLC

ICs0
ISO

LD
MTZ
P.(Pa)

Rred

Rox

U.S EPA
UV-VIS

Octadecilsilano
Dimensdes
Deteccéao de arranjo de diodos, do inglés “Diode array detection”
Elétron
Potencial padrao de reducéao
Estacao de tratamento de agua
Estacao de tratamento de efluentes
Espectrometria de absor¢do por chama, do inglés “Spectrophotometry
flame atomic absorption”
Cromatografia liquida de alta eficiéncia, do inglés “High performance
liquid chromatography”
Concentragao Inibitéria em 50% dos organismos-teste
Organizacgéao Internacional de Padronizagao Interna, do inglés
“International Organization for Standartization”
Limite de deteccéao
Abreviatura de metronidazol
Pressao de vapor em Pascal
Potencial hidrogenidnico
Reacao de reducgao
Reacao de oxidagao
Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos da América
Ultravioleta - Visivel
Volts



16

RESUMO

BECKER, Joicineli Fagundes de Oliveira. Avaliagcdo do tratamento de solucdes
sintéticas contendo o farmaco metronidazol com processos avancados de
oxidacdao. Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul. 2010. Dissertacao.
Programa de Pés-Graduagdo em Engenharia e Tecnologia de Materiais,
PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL.

Antibidticos sdo amplamente utilizados, e se apresentam difundidos em aguas
residuais. Entre esses compostos, pode-se salientar o grupo dos nitroimidazais,
usados no tratamento de doencas sexualmente transmissiveis. Em virtude do grande
uso, o composto metronidazol e seus subprodutos estdo presentes em aguas
superficiais. Essa substancia tem grande resisténcia aos processos convencionais
de tratamento de efluentes e, assim buscam-se ferramentas mais eficientes para a
degradacgéao desse farmaco. Entre os processos capazes de degradar o metronidazol
estdo os Processos Oxidativos Avancados-POAs, com destaque para a reacgao
Fenton e Foto-Fenton. O presente estudo buscou a degradagdo do metronidazol
presente em amostras sintéticas, como forma de reducdo da toxicidade dessas.
Organismos aquaticos (Daphnia similis) foram usados como forma de avaliar a
eficiéncia dos tratamentos sobre a toxicidade.

As reacgdes foto-Fenton classica e tipo foto-Fenton apresentaram os maiores
teores de degradacédo para substancia, com baixos teores de ferro total livre. Os
dados de toxicidade indicaram que os subprodutos apdés os tratamentos
apresentaram CEsp semelhantes aos do farmaco de partida, indicando que nao

houve aumento da toxicidade.

Palavras-Chaves: metronidazol, Fenton, toxicidade
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ABSTRACT

BECKER, Joicineli Fagundes de Oliveira. Evaluation of the treatment of synthetic
solutions containing the drug metronidazole with advanced oxidation
processes. PONTIFICAL CATHOLIC UNIVERSITY OF RIO GRANDE DO SUL.
2010. Master. Pos-Graduation Program in Materials Engineering and Technology,
PONTIFICAL CATHOLIC UNIVERSITY OF RIO GRANDE DO SUL.

Antibiotics are widely used and presenting broadcast in wastewater. Among
these compounds, one can highlight the group of nitroimidazoles, which are used in
the treatment of sexually transmitted diseases. Under heavy use, the compound
metronidazole and its byproducts are present in surface waters. This substance has
a high resistance to traditional wastewater treatment and thus search for tools to
more efficient degradation of this drug. Among the processes that can degrade
metronidazole are the Advanced Oxidation Processes, POAs, with emphasis on the
Fenton reaction and photo-Fenton. The present study investigates the degradation of
metronidazole present in synthetic samples, as a way of reducing the toxicity of
these. Aquatic organisms (Daphnia similis) were used as a means of evaluating the
effectiveness of treatments on toxicity.

The photo-Fenton reactions classic and photo-Fenton type showed the highest
levels of degradation for a substance with low levels of total iron free. The toxicity
data indicated that the products after the treatments showed similar ECs to starting

the drug, indicating that no increase in toxicity.

Keywords: metronidazole, Fenton, toxicity.
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1. INTRODUCAO

O crescimento da populagdo das grandes cidades trouxe consigo a
necessidade da implementacédo do uso de novos farmacos como forma de combater
epidemias e garantir a qualidade de vida. Nesse sentido, a industria farmacéutica
tem produzido toneladas de medicamentos todos os anos para uso humano e
veterinario. Farmacos sao compostos biologicamente ativos e projetados para
conservarem suas propriedades mesmo apds passarem pelas rotas metabdlicas nos
tratamento onde s&do empregados. Em virtude de seu grande uso, estes sao emitidos
para os esgotos domésticos, aguas superficiais e/ou cursos de agua (Hallinger —
Sorensen et al, 1998).

A presenca desses compostos em aguas, ainda que em baixas concentragdes
(ng L") pode gerar danos a satude humana (Rodriguez-Gil et al, 2010). Avaliar o
destino destes produtos no meio € uma tarefa complexa, pois varios fatores podem
interferir na elaboragdo de um modelo de rota; tais como, estrutura quimica,
temperatura, sazonalidade, entre outros.

Ternes et al (1999) demonstraram a presenga de uma ampla variedade
dessas substancias em aguas superficiais e esgotos domésticos. Esses autores
encontraram carbamazepina em niveis de até 6,3 pg L™ e diclofenaco até 2,1 ug L™
Devido ao seu carater hidrofilico, os farmacos permanecem na agua e no solo dos
rios, sendo persistentes aos tratamentos convencionais das Estagbes de Tratamento
de Esgoto - ETEs. Dentre os compostos que merecem especial atencéo
encontramos os antibiéticos. O uso descontrolado dessas substancias, bem como a
falta de conhecimento do efeito desses no meio ambiente sdo motivos de sérias
preocupacdes por parte da comunidade cientifica, uma vez que, afetam a qualidade

das aguas usadas para abastecimento humano.
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O metronidazol € um antibiético do grupo dos nitroimidazois usado para
tratamento de infeccbes causadas por bactérias anaerdbias e protozoarios,
Trichomonas vaginalis e Giardia lamblia (Tally e Sulivan, 1981).

Esse antibidtico desempenha importante papel no tratamento de infecgdes
devido a sua facil absorgao por via oral e amplo espectro de agao. A presenca deste
farmaco no meio ambiente representa risco a saude da populagdo devido as suas
possiveis propriedades carcinogénicas e/ou mutagénicas em mamiferos (Bendesky
et al, 2002); bem como devido a relatos da toxicidade aguda desse farmaco sobre
algas, prejudicando assim toda a cadeia trofica dos ecossistemas aquaticos (Halling-
Sorensen-Lanzky,1997). A complexa estrutura quimica € apontada como
responsavel pela sua baixa biodegradabilidade, bem como fator limitante nos
processos de tratamento (Sanchez-Polo et al,2008). Lindeberg e colaboradores
(2004) detectaram a presenga dos compostos nitroimidazéis na faixa de 0,1 a 90,2
ug L™ em aguas residuais provenientes de hospitais. Em virtude da persisténcia do
metronidazol em aguas residuais, mesmo apods tratamento convencional, é
necessario o estudo de metodologias de degradagao desse composto, como forma
de reducao do teor de toxicidade dos efluentes.

Nesse sentido, os processos oxidativos avangados-POAs, tem sido apontados
como uma poderosa ferramenta no tratamento de amostras contendo farmacos
Shermer et al (2006); Rodriguez-Gil et al (2010). Os POAs se baseiam em reagdes
de oxidagdo e englobam varios tipos de mecanismos: ozonizagdo, fotdlise

heterogénea, Fenton, foto-Fenton, entre outros (Nogueira et al, 2007). A reagao
Fenton consiste na reacdo entre Fe*? e H,0,, gerando radicais 'OH, que atacam

indistintamente as espécies presentes promovendo oxidagdo. O uso dos radicais
hidroxila, altamente reativos e pouco seletivos, combinado com o uso de radiacéo
ultravioleta tem apresentado resultados satisfatérios na degradacdo de substancias
recalcitrantes (Melo et al, 2009).

Os nitroimidazois sdo um grupo de antibiéticos de dificil degradacao e, muitas
vezes, 0s subprodutos das reagdes sdao mais tdxicos que a propria molécula de
origem. Outro fator importante, para essa familia de compostos, é a capacidade de
comportamento diferente, conforme o meio reacional seja alterado. O metronidazol
pode sofrer oxidagdo ou reducdo, devido a pequenas diferencas de pH,

concentragédo de agente oxidante, presenca de radicais que sejam competidores nas
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reacdes e de substancias humicas (Sanchez-Pdlo et al, 2009). Shemer et al (2006)
analisaram a reagao Fenton na busca da total mineralizagdo do metronidazol em
aguas residuais, conseguindo degradacgao total desse composto.

Devido a essas peculiaridades, o estudo da degradacao do metronidazol pela
reacao Fenton e suas variagcdes sera realizado, e a toxicidade dos subprodutos finais
determinada, como forma de validar uma técnica capaz de degradar completamente
a CO; e H,0 esse farmaco (mineralizar), eliminando ou diminuindo a toxicidade para

0 meio ambiente e para o homem.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral do presente estudo € avaliar os Processos Oxidativos
Avancgados - POAs como forma de tratamento de solugbes sintéticas contendo o
farmaco metronidazol. Um estudo empregando os sistemas Fenton, Foto-Fenton,
H,0./UV, H,0,, tipo Fenton e tipo Foto-Fenton, e as reacdes com Fe®.
Posteriormente, o farmaco e os subprodutos dos tratamentos foram avaliados e sua

toxicidade analisada.

2.1. Objetivos Especificos

» Otimizagdo dos sistemas Fenton, tipo Fenton, peroxidagdo, foto-
peroxidagdo, e as reacdes de reducdo no tratamento de solugdes
sintéticas, contendo o farmaco em estudo;

» Avaliacao da eficiéncia de degradag¢ao, acompanhada por UV-VIS.

» Avaliacdo dos subprodutos gerados nos processos por cromatografia
ibnica e cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecgao por UV e
DAD;

» Avaliacido da toxicidade dos subprodutos, através de testes com os

organismos Daphnia similis.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Efluentes contendo Farmacos

Em todo o mundo, os farmacos tém sido encontrados em aguas superficiais,
efluentes domésticos e até mesmo em aguas subterraneas (Melo et al, 2009).
Dentre esses compostos, os mais comuns sao os antibidticos, antilipénicos,
horménios, analgésicos e antiinflamatérios. Kolpin et al (2002), relatam a presenca
de uma ampla variedade de antibiéticos em aguas residuais nos Estados Unidos na
ordem de ug L ou ng L. As principais rotas de entrada desses elementos no meio
ambiente s&o os esgotos domésticos, hospitalares e descarte inadequado dos
medicamentos ndo utilizados. Esses poluentes nao séo totalmente eliminados
durante os tratamentos convencionais nas Estacdes de Tratamento de Esgoto - ETE
e, dependo de suas propriedades quimicas podem ficar totalmente na fase aquosa,
como por exemplo, compostos polares, segundo relatam Ternes et al (1998).

Assim, compostos farmacéuticos, seus metabdlitos (estruturas provenientes
da transformacédo do composto em organismos animais) ou subprodutos (espécies
quimicas resultantes do composto parental e/ou metabdlitos apoés a excregédo) de
degradacao/transformacéo podem ser carregados para a agua de abastecimento
humano. Melo e colaboradores (2009) relatam a presenga de farmacos em aguas
superficiais e efluentes no Brasil. Esse estudo mostra a presenca dos
antiinflamatdrios ibuprofeno em aguas de esgoto bruto e diclofenaco em aguas de
superficie brasileiras com valores de 54,2 e 4,0 ug L', respectivamente. Além
desses dados, os autores mostram na Europa e América do Norte a existéncia de
farmacos até em aguas subterréneas; na Alemanha, o antibiético sulfametoxazol foi
detectado em concentracdes de até 0,41 pg L. Nos Estados Unidos o antibiético

trimetropin foi detectado em agua superficial na ordem de 0,15 pg L™.
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Os farmacos se apresentam como uma classe emergente de contaminantes
organicos e sao extensivamente usados na medicina humana e veterinaria (Dezotti-
Bila,2003). A ocorréncia de substancias biologicamente ativas em aguas representa
uma grande ameacga a saude da populacdo. Esses compostos séo sintetizados para
se conservarem suas caracteristicas apos as rotas metabdlicas do organismo, assim
a maioria das drogas € encontrada no meio ambiente sob a forma original, mesmo
apos tratamento convencional do efluente (Jorgensen et al, 2000). Deve-se ressaltar,
porém, que a degradacgao dos farmacos originais nao significa um aspecto favoravel,
pois na maioria dos casos os compostos gerados se apresentam mais toxicos que o
composto original (Kummerer, 2009).

A presenca dessas substancias em ambientes aquaticos depende do tipo de
efluente, padrdo de consumo da populagédo, caracteristicas fisico-quimicas das
moléculas, sinergismo entre os diversos poluentes e da sazonalidade (Melo et al,
2009). Outro fator relevante que influencia no comportamento do farmaco em aguas
naturais € a interagcdo com substancias presentes nos rios e lagos. Os &acidos
hamicos, por exemplo, interferem no mecanismo de fotodegradagao, pois absorvem
em uma extensa faixa de radiacdo. A adsorcdo de antibidticos € afetada pela
quantidade de particulas livres em suspensdo, matéria organica, bem como, por
outras espécies quimicas presentes no meio (Thiele, 2003).Em virtude de tantos
fatores, o monitoramento em aguas e o tratamento destes efluentes se configuram
como um grande desafio.

Dados da literatura sobre a toxicidade dos farmacos livres no meio ambiente
sdo escassos e podem subestimar os efeitos carcinogénicos e/ou mutagénicos
desses produtos (Kummerer, 2009). As baixas concentracbes podem levar a
conclusdes errbneas, uma vez que, mesmo em baixas concentracbes esses
compostos tem uma vazéo constante em aguas superficiais e efluentes, conferindo
um carater de persisténcia. Conforme Jorgensen et al (2000), efeitos toxicos sobre o
meio ambiente podem ser encontrados, mesmo na ordem de ng L.

Os antibidticos, em particular, tém contribuido para o desenvolvimento de
bactérias resistentes, sendo que a persisténcia de um antibiético em aguas em
baixos niveis leva a uma maior incidéncia desse tipo de organismo. A Fig 3.1 mostra
possiveis rotas dos farmacos quando dispostos no ecossistema, bem como sua

possivel interagdo com 0 mesmo.



Medicina Humana e Veterinaria .

Esterco Esgoto

efluentes industriais

Estagao de tratamento de

Agua subterranea Agua superficial
Agua Potavel

Ambiente Aquatico Efeitos nos organismos e microrganismos aquaticos

Figura 3.1. Possiveis rotas de disposi¢do dos farmacos no ambiente. (adaptado de Dezotti-Bila, (2003)
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3.1.1. Metronidazol

O metronidazol, de nome quimico 1- (B- hidroxietil)-2-metil-5-nitroimidazol
(Fig. 3.2), pertence a familia dos nitroimidazois e tem propriedades
antibacterianas e antiprotozoarias, sendo utilizado no tratamento contra agentes
gram-negativos anaerobios, bacilos gram-positivos e contra cocos anaerobios. O
principal uso relatado para o metronidazol é no tratamento contra Trichomonas
vaginalis e Giardia lamblia (Freeman et al, 1994). Esse composto € o principal
farmaco do grupo do nitroimidazodis, possuindo atividade tdéxica contra
microrganismos, atacando a molécula de DNA dos mesmos (Bendesky et al,
2002). Além do uso em medicina humana, metronidazol € usado também no

campo veterinario.

I\ .

OH

Figura 3.2. Férmula estrutural plana do metronidazol.

Os nitroimidazois sdo extensamente usados nos tratamento de doencas
sexualmente transmissiveis, sendo um dos grupos de farmacos mais encontrados
em aguas (Lindeberg et al, 2004). Metronidazol é soluvel em agua, e nao é
removido pelos processos convencionais de tratamento de efluentes, podendo
ficar acumulado no meio ambiente. Efeitos toxicos do principal nitroimidazol tém
sido descritos contra algas, mesmo em niveis de mg.L™"(Halling-Sorensen-Lanzky,
1997).
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3.2. Processos de Tratamento Avancados de Oxidacao

Os processos convencionais de tratamento de efluentes englobam os
processos bioldgicos, fisicos e quimicos. No primeiro, ha o emprego de grandes
volumes de efluentes e remog¢ao da matéria organica, mas devido ao carater nao-
biodegradavel dos farmacos esses processos ndo afetam significativamente a
concentracdo dos mesmos na matriz aquosa. Nos tratamentos fisicos
(decantacao, flotacao, filtracdo, adsorgao) ocorre apenas a transferéncia de fase
dessas substancias, mas n&do com carater de decomposigao (Freire et al, 2000).
Os processos quimicos, baseados no emprego de CIlO, ou H,O,, isoladamente,
se mostram ineficientes no ataque aos compostos organicos, uma vez que nao
sdo capazes de promover total mineralizagdo dos mesmos a CO; e H,O. Outro
aspecto relevante é o surgimento de subprodutos indesejaveis e altamente
téxicos, como, por exemplo, os organoclorados.

Nos ultimos anos, os processos de oxidagdo avancados (POAs) tém
recebido especial atencéo, em virtude dos processos de tratamento convencionais
ndo serem capazes de remover os farmacos de forma satisfatéria (Klavarioti et al,
2009). Os POAs séo baseados na formagao de um radical altamente oxidante e
nao seletivo, radical hidroxila conforme Equacdo 3.1. Esse radical forma-se
principalmente quando ocorrem reacgdes entre agentes oxidantes, como ozénio e
peréxido de hidrogénio, combinadas ou n&do com radiagéo ultravioleta (UV) e/ou

visivel (VIS) ou, ainda na presenca de catalisadores como, por exemplo, o ferro.
‘OH+e +H > H,0 E°= + 2,73 V (3.1)

Devido ao seu alto potencial de reducao, esse radical tem a capacidade de

oxidar uma ampla variedade de compostos organicos que nao sao afetados pelos
tratamentos tradicionais. Os radicais OH podem reagir com os compostos-alvo

de diversas maneiras, dependendo da estrutura quimica do analito e do meio em
questdo. Pode-se salientar o mecanismo por abstracédo do atomo de hidrogénio,
adicao eletrofilica, transferéncia eletrénica e as reacgdes radical-radical (Nogueira

et al, 2007). Os POAs mais estudados s&o a ozonizagdo em meio basico, Fenton,
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foto-Fenton, tipo Fenton, fotocatalise-heterogénea, foto-peroxidagdo e a

combinagdes destes.

3.2.1. Ozonizagéo

Dentre os POAs, o mais amplamente estudado e abordado é a ozonizagao.
O ozbnio é a forma triatbmica do oxigénio, e se constitui de um gas incolor.
Quando em solugédo aquosa, o 0zénio decompde-se em oxigénio e em espécies
radicalares. O mecanismo de reacdo com o0 o0zbénio pode se dar de duas formas
distintas: a primeira é a reagao direta com o uso do ozénio molecular que reage

com a espécie organica via ataque eletrofilico.
O segundo mecanismo, o indireto envolve a formacgao de radicais OH, e a

posterior oxidacdo dos compostos organicos. Varios fatores podem afetar a
eficiéncia da reagdo na ozonizagéo; o substrato organico empregado, o tempo
reacional, e a dose de ozénio utilizada e principalmente o pH do meio. O pH do
sistema é determinante, uma vez que, na presenga de pH acido (pH<3) existe
uma baixa concentragcdo de ions hidroxila e a decomposi¢ao do ozdnio molecular
nao & afetada de forma significativa (Kasprzyh et al, 2003). Em meio alcalino,
existe uma grande concentragdo de ions hidroxila, promovendo a decomposigao

do ozbnio e a formacgao do radical hidroxila, conforme Equacgdes 3.2, 3.3 e 3.4.

03 + OH — HO, + O, (3.2)
Os+ HO, - O, HO, (3.3)
O3 + HO, - 20, + OH (3.4)

As reacbes que ocorrem via mecanismo direto sao significativamente
menos efetivas que o mecanismo via radical hidroxila (Assalin et al, 2007). O
processo com oz6nio molecular, mais seletivo, promove também uma menor
reducdo do carbono organico total (COT); havendo possibilidade de persisténcia

de compostos refratarios a técnica (Kasprzyh et al, 2003). O processo indireto
apresenta maior carga energética pois o radical "OH apresenta elevado potencial

padrao de reducgéo (E°= +2,73 V), sendo agente oxidante ndo seletivo; entretanto

as taxas de remocao do COT, nem sempre sao totais. Em amostras ambientais
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de alta complexidade podem surgir subprodutos de degradagcédo que funcionam
competindo com os radicais ‘OH nas reacoes de oxidacdo, promovendo baixa
eficiéncia nos processos de tratamento. Entre as espécies competidoras mais
comuns tém-se carbonatos, oxalatos e substancias humicas, presentes em aguas
subterréaneas e superficiais (Assalin et al, 2007).

O emprego de ozbdnio associado ao uso do peroxido de hidrogénio - H,O»
aparece como uma forma de aumentar o rendimento do processo, pois 0 H2O»
atua como fornecedor de radicais hidroxila ao sistema, retroalimentando a reacéo.
Zwiener & Frimel (2000) concluiram que uma associagao O3/H,0,, pode aumentar
a eficiéncia no processo de remocdo de farmacos em aguas. Esse trabalho
relatou um aumento na degradacéo de até 40% nos farmacos acido clofibrico e
ibuprofeno, quando a ozonizagdo foi combinada ao uso do peréxido de
hidrogénio. As reagdes de ozonizagdo podem ocorrer com ou sem a presenga de
radiacao ultravioleta e/ou visivel, porém deve-se salientar a importancia do
processo irradiado, uma vez que, potencializa a degradagado, ativando as

moléculas organicas e promovendo a fotdlise do H,O,, conforme Equacgao 3.5.
O3 + 2H,0, +h v—2'OH + 20, + OH, (3.5)

O emprego de ozdnio pode estar associado a outras tecnologias além do
O3 /UV, O3z / HyO,, O3 /UV/ Hy0O,, Oslultrasom, O3z /TiO,. Polo et al (2008)
compararam as diferengas no processo de degradagdo dos nitroimidazois,
presentes em matrizes aquosas, entre estes o metronidazol, usando O3 e
Ogs/carvao ativado. Os resultados indicaram que a presenga do carvao ativado
teve influéncia na velocidade de decomposicdo dos compostos em questdo, uma
vez que, ocorre transformagédo do ozénio soluvel em radicais hidroxila. Pdde-se
ainda inferir que o carvao ativado reduziu em 30% a quantidade de matéria
organica livre no sistema pela geragao dos radicais hidroxila, e pela capacidade
de adsorgao dos subprodutos, bem como diminui a toxicidade do residuo tratado.
Silveira e colaboradores(2009) conseguiram elevada degradagao do metronidazol
empregando reagdo com ozonio, com redugao da toxicidade apods o tratamento.

As reacbOes de oxidacdo catalitica tém-se mostrado promissoras no

tratamento de matrizes ambientais complexas, principalmente em baixos valores
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de pH. A presenca de ions metalicos como o Fe, Mn, Ni, Co, Zn e Cr sob varias
formas (sais ou metais reduzidos, éxidos ou metais suportados) sdo possiveis
catalisadores do processo de ozonizagdo. De maneira geral, a ozonizagao
catalitica possibilita a otimizagdo do processo tradicional, pois a presenca dos
metais proporciona uma maior taxa de degradagdo dos poluentes ambientais,
elimina a interferéncia de ions competidores do radical hidroxila, e reduz o
consumo de ozénio (Park et al, 2004). Os processos baseados no uso do 0zdnio
apresentam algumas limitagdes, entre elas: instabilidade do gas em meio aquoso,
custo na producdo de O3, existéncia de compostos refratarios a técnica e geragéo

de subprodutos téxicos, como bromatos, por exemplo (Nogueira et al, 2009).

3.2.2. Reagdes Fenton

A oxidacao catalitica do peroxido de hidrogénio, Equacgao 3.6, na presenca
de sais ferrosos, em meio aquoso, se constitui na chamada reagdo Fenton
classica ou homogénea, onde o radical hidroxila atua como espécie que inicia a
oxidagdo. Os ions metalicos atuam como catalisadores (Neyens-Baeyens, 2003).
A reacao pode ser facilmente aplicada para o tratamento de efluentes contendo
poluentes ambientais, oxidando diversos compostos organicos; levando a
completa mineralizacdo das amostras tratadas. A reacdo Fenton apresenta
diversas vantagens: facilidade das condi¢cdes de trabalho, podendo ser aplicada
em escala industrial, no tratamento de micropoluentes presentes em aguas de
superficie, naturais e até mesmo solo (Nogueira et al, 2007); apresenta a
possibilidade de reuso do catalisador empregado e necessita de reagentes de

baixo custo.

Fe'2 + H,0,» OH+ OH + Fe' (3.6)

Em virtude da presenca de ions ferrosos e férricos, sob forma de aqua-
complexos, pode-se estabelecer o fator mais importante e também, limitante na
aplicabilidade do processo Fenton e/ou Fenton irradiado € o pH. Esses ions em
valores de pH acima de 4,0; normalmente precipitam sob forma de hidroxidos

insoluveis, Shemer et al (2006). A maxima eficiéncia da reagdo ocorre na estreita
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faixa de pH entre 2,5 e 3,5, em virtude de que em valores de pH abaixo de 2,0,

ocorre também o sequestro dos radicais hidroxila, conforme Eq. 3.7.
"OH+H +e > H,0 (3.7)
Os ions férricos formados, Eq. 3.6 podem decompor o H,O, cataliticamente

a Hy0 e Oy, cujos passos séo dependentes do pH como mostrado nas Equacdes

3.8 a 3.12, formando também ions ferrosos e radicais (Nogueira et al, 2007).

Fe'3+ H,0,> FeOOH2+H" (3.8)
FEOOH™? > Fe*?+ HO, (3.9)
Fe*2 + HO, > Fe* + HO, (3.10)
Fe'3+HO, > Fe'2+ O, + H' (3.11)
H,0,+ "OH = HO, + H,0 (3.12)

Através da analise das equacdes descritas em 3.8 a 3.12, verifica-se que
na reagao Fenton a presenca de H,O, em excesso pode prejudicar 0 processo,

pois atuara como captador de radicais hidroxila(OH), formando o radical
hidroperoxila(HOZ'), espécie menos reativa que prejudica a cinética de

degradacao dos compostos de interesse. Paterlini et al (2005) demonstraram que
a presenca do perdxido de hidrogénio em excesso € um fator negativo nos

tratamentos de efluentes contendo herbicidas via reagcao de Fenton irradiada.
3.2.3. ReacgOes Foto-Fenton

A reacao Fenton pode ser aplicada na presencga de radiacédo de luz visivel
e ultravioleta, denominada de foto-Fenton. O processo foto-Fenton potencializa a
reagdo Fenton, na medida, em que regenera os ions Fe*? para reagirem com
H,O, e produz mais radicais hidroxila para a reacéo (Zepp et al, 1992). Pode-se
salientar, também que na presenca de luz ocorre 0 aumento da decomposigao do
peréxido de hidrogénio e fotdlise dos compostos organicos a serem tratados.
Devido a alta eficiéncia de degradacgao e facilidade de operacéao, o processo foto-

Fenton apresenta grandes atrativos para o tratamento de varias matrizes
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ambientais. Segundo Hassemer (2006), os contaminates que absorvem entre
200-300 nm, sao indicados para esse processo, uma vez que o sistema Fe/H,0,
absorve em 300-400 nm, melhorando a foto atividade do sistema. Para
compostos que absorvem proximo a 550 nm, surge a possibilidade do tratamento
Foto-Fenton usando luz solar, ao invés de |lampadas UV. A Eq. 3.13 descreve a

regeneragdo do Fe*? na presenca de luz.

Fe' + H,0 +hv > Fe2+ OH+H’ (3.13)

Diversos trabalhos tém estudado o controle do pH na aplicabilidade da
reacao foto-Fenton. Zepp et al. (1992) analisaram a influéncia do pH sobre
producao de radicais hidroxila, estudando uma ampla gama de complexantes para
os ions Fe*? e Fe™, demonstrando a viabilidade do uso de agentes complexantes
como forma de aumentar a faixa de trabalho do pH da reacdo foto-Fenton. A
utilizacdo de complexos organicos carboxilados na reagdo foto-Fenton para
estabilizar o processo em uma faixa de pH mais ampla € uma alternativa que
apresenta vantagens. Além de estabilizar o pH; o uso do ferrioxalato de potassio,
por exemplo, que apresenta grande absortividade molar na faixa de 200 a 500
nm, inibe a absor¢cédo de radiagcdo UV-VIS por outros radicais gerados durante o
processo, e que poderiam interferir na geragdo e reagdo dos radicais hidroxila
com a especie de interesse (Melo et al, 2009). Deve-se, porém controlar a
quantidade de carga organica acrescentada ao sistema em virtude de que, a
existéncia de outras moléculas organicas influencia na oxidacdo dos compostos
de interesse, podendo apresentar efeito negativo na reagéao.

O controle das condigdes reacionais € de vital importancia para o sucesso
da degradagéao via reagao foto-Fenton. Estudos tém demonstrado que o controle
da razdo entre [H,O,)/[Fe*?], influencia na velocidade da reacdo, bem como na
natureza dos produtos gerados (Hermosilla et al, 2009; Shemer et al, 2006). A
presenga de peroxido de hidrogénio em excesso, contribui para maior geragao de
bolhas gasosas (prejudicando a cinética); em contrapartida ions ferrosos em
excesso aumentam significativamente a quantidade de solidos dissolvidos em
suspensdo e a condutividade do efluente, causando maior toxicidade aos

organismos aquaticos presentes nos mananciais receptores.
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A aplicagdo do processo foto-Fenton para tratamento de efluentes
hospitalares e de farmacos é discutida em trabalhos realizados por
Kajitvichyanukul et al (2006) e Gonzales et al (2007). Esses estudos
demonstraram a possibilidade de utilizar o processo Fenton irradiado para pré e
pos-tratamento de residuos contendo farmacos, apresentando resultados
significativos como a redugdo da toxicidade, aumento da biodegradabilidade, e
reducao da carga organica total. Shemer et al (2006) analisaram a influéncia das
condi¢des de trabalho no processo de degradacédo do metronidazol, encontrando
relagdo entre as concentragdes de ions ferrosos e a quantidade de peroxido de
hidrogénio usado e a velocidade de degradacdo. Esse trabalho também
demonstrou que na reagao foto-Fenton houve uma eficiéncia de 20% na remocéao

do farmaco, quando comparado com o processo Fenton sem luz.

3.2.4. Processo tipo Fenton

Nas reagdes Fenton, chamadas de classicas, empregam-se sais ferrosos
como catalisadores na decomposi¢cao do peréxido de hidrogénio; quando Fe* ¢
substituido por Fe**, a reagdo com peréxido de hidrogénio é referida como tipo-
Fenton ou Fenton heterogénea. A reacdo tipo Fenton, em presenca de Fe*?,

poder ser sumarizada, conforme Eq.3.14 a 3.18 (Yang et al, 2009).

Fe*3 + H,0, > Fe(HO,)? +H' (3.14)
FeOH'2 + H,0, > Fe(OH)(HO,)  + H' (3.15)
Fe(HO,)? > Fe*? + HO, (3.16)
Fe(OH)(HO,) > Fe'? + HO, + OH (3.17)
‘OH+RH >R +H,0 > ... CO, + H,0 (3.18)

Os processos de tratamento Fenton usando ferro metalico sdo também
chamados de tipo Fenton ou Fenton heterogéneo; nessas reagdes, o agente
oxidante € o peroxido de hidrogénio que promove a formagéo de ions ferrosos a
partir de ferro metalico, iniciando um processo de decomposicdo dos

contaminantes, predominantemente por oxidacao.
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3.2.5. Tratamentos redutivos baseados no emprego de Fe°

O uso de Fe’ em tratamento de aguas contaminadas é descrito na literatura
(Freire et al, 2005). O uso de ferro metalico aparece como alternativa de
tratamento de efluentes, pois esse € de facil remogado do meio reacional, baixo
custo e facilidade de obtencao. As reagcdes mediadas pelo ferro elementar estao
baseadas na sua elevada capacidade redutora, conforme Eq. 3.19. Neste
sistema, o ferro zero-valente reduz substratos organicos por transferéncia de 2

elétrons, produzindo ions ferrosos.

Fe'2+2e > Fe’ E°=-0,44 V (3.19)

Nas reacdes usando Fe®, em meio acido e presenca de oxigénio, aparecem as
condigdes favoraveis a formacgao de perdxido de hidrogénio (Roy et al, 2003). Um
possivel esquema das vias reacionais com uso de ferro elementar aparece na Fig
3.3.

hv  Fet2
Foto-Fenton —) Fe? >
I.l H > Rox £ Rred

Fe*? J

tipo-Fenton< IF o
€,Y

\ Hzoz

Figura 3.3. Representacao das possiveis vias reacionais viabilizadas pelo uso de ferro metalico.
Adaptado de Cavalotti et al (2009).
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Na medida em que surge o agente oxidante no meio reacional, tém-se
diferentes possibilidades de degradagao; pois a presenga do H,O, e dos ions
ferrosos, gera radicais hidroxila e inicia o processo oxidativo. Nestas reacgdes, a
degradagdo dos contaminantes, geralmente, inicia com a via redutiva e
subsequentemente os subprodutos da redugdo podem ser degradados pelas

reacdes Fenton, foto-Fenton, tipo Fenton (Cavalotti et al, 2009).

3.3. Toxicidade e ecotoxicidade em ambientes aquaticos

A complexa composicdo dos efluentes trouxe a necessidade de maiores
conhecimentos sobre os efeitos toxicos dos contaminantes sobre os organismos
da biota aquatica. Ensaios de toxicidade sao exames laboratoriais, realizados sob
condicbes especificas e controlados, para estipular o efeito deletério de uma
substancia ou efluente sobre organismos vivos, podendo ser feito desde os niveis
troficos inferiores até em mamiferos.

A ecotoxicologia € um ramo do estudo da toxicologia onde sdo avaliados os
efeitos fisicos, quimicos e biolégicos nocivos sobre organismos em dado
ecossistema. A ecotoxicologia aquatica tem como objetivo avaliar,
especificamente, os ecossistemas aquaticos, tais como rios, lagos, mares, entre
outros. Nesses ambientes, a avaliagao de toxicidade deve levar em consideragao
a existéncia de varios micro-ecossistemas dentro do corpo aquoso, sendo um
meio extremamente dinamico e influenciado por fatores bidticos e abidticos.

Os contaminantes sofrem acdes de decomposigdo em aguas, sendo a
hidrolise a mais importante. Além desta os compostos sofrem: dissolugao, fotdlise,
complexacdo e biodegradagdo. Esses processos sdo importantes, pois
determinam a persisténcia e/ou a degradac¢ao dos poluentes (Costa et al, 2008). A
avaliacao ecotoxicolégica tornou-se uma importante ferramenta na analise da
qualidade dos efluentes, e através dessa € possivel verificar se ocorre ou nao
reducdo dos efeitos toxicos de um efluente apds determinado tratamento
(Jorgensen et al, 2000).

Na literatura, a avaliacdo da toxicidade e da ecotoxicidade dos farmacos é

baseada em ensaios padrdo, de acordo com o estabelecido pelas normas e
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protocolos (U.S. EPA, ISO, ABNT, CETESB). No Brasil, conforme o capitulo IV da
Resolugdo n® 357 de 2005 do CONAMA, e também em cumprimento a Resolucéo
n® 129 de 2006 do CONSEMA/RS, é estabelecido que os efluentes ndo podem
causar ou ter potencial para causar efeitos téxicos nos organismos aquaticos e
que os critérios de toxicidade devem se basear em resultados de ensaios
ecotoxicologicos padronizados. Nestes ensaios, trabalha-se com organismos
aquaticos invertebrados, tais como, algas, zooplancton e também com
vertebrados como os peixes. E recomendavel que os efeitos téxicos dos efluentes
sejam analisados para varios tipos de espécies, procurando trabalhar com
diferentes niveis tréficos da cadeia alimentar. Os ensaios de toxicidade se dividem
em aguda (tempos de 24 a 96 horas) e crbnica (onde o estudo abrange parte do
ciclo de vida do organismo-ensaio) (Costa et al, 2008).

Nos ensaios crénicos, pode-se conhecer o efeito do composto sobre outros
processos bioldgicos, tais como: reprodugédo, crescimento, entre outros. O Quadro

3.1 traz os principais conceitos usados nos ensaios de toxicidade.

Quadro 3.1 Termos comuns usados em ensaios de toxicidade.

Parametro Definicao Tempo de exposicao

Concentracao efetiva média-
CEsxg concentragcao da amostra que causa efeito | 24 a 48 horas

agudo em 50% dos organismos-ensaio

Concentracao letal média:
Clsg concentragcao que causa morte de 50% dos | 24 a 96 horas

organismos-ensaio

Concentracao de efeito observado:
CEO menor concentragdo que causa efeito 7 dias

deletério, relevante estatisticamente

Concentracao de efeito ndo-observado:
maior concentragdo do agente que nao _
CENO . _ 7 dias
causa efeito deletério, relevante

estatisticamente

Fonte: (Costa et al, 2008)
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3.3.1. Organismos-teste

Na avaliagcdo do potencial ecotdxico os ensaios mais empregados e
documentados sao os de toxicidade aguda. Varios organismos podem ser usados
nestes ensaios, sendo 0os mais comuns as algas e os microcrustaceos. As algas
sao extensivamente usadas, pois sdo os produtores primarios nos ecossistemas,
apresentam ciclo de vida curto e alta sensibilidade as condicdes do ambiente; as
mais usadas sdao Chlorella vulgaris, Scenedesmus subspicatus e Selenastrum
capricornutum (modificado para Pseudokirchneriella subcapitata). Bactérias
também s&o usadas, tais como a Vibrio fischeri, um organismo marinho que tém a
medida de sua luminescéncia acompanhada como forma de determinar o efeito
toxico sobre a mesma (Boluda et al, 2002). Os peixes representam o0s
consumidores secundarios e a toxicidade aguda é analisada pela taxa de
mortalidade, sendo os mais comuns no Brasil, os ensaios com Danio rerio (peixe
zebra) e o Pimephales promelas.

Nos estudos com crustaceos, € analisada a imobilidade do organismo
como indicador da toxicidade aguda do meio; em virtude do reduzido tamanho
desses organismos, fator que dificulta a avaliagdo da taxa de mortalidade. O
crustaceo Artemia salina é empregado nos ensaios com amostras de elevada
salinidade, pois esse fator é limitante para o uso de espécies de agua doce.
Atualmente o organismo mais testado é do género Daphnia, um microcrustaceo
amplamente disperso nos ambientes aquaticos, que apresenta papel importante
da cadeia alimentar e elevada sensibilidade a muitos contaminantes (Buratini et
al, 2004).

Esses organismos apresentam diferentes espécies, D. pulicania, D. pulex,
D. magna e D.similis, que sdo usadas em ensaios de toxicidade aguda e cronica.
Daphnia magna e similis, embora ndo sendo nativas no pais, sdo empregadas
devido ao facil cultivo e manejo; bem como pela existéncia de normas
padronizadas para os ensaios de toxicidade aguda NBR 12.713 (ABNT, 2004).
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Figura 3.4. Aspecto ilustrativo de Daphnia similis. fonte: www.ipen.br

Daphnia similis, popularmente conhecida como pulga d’agua, € um
microcrustaceo encontrado em lagos, medindo entre 0,5 e 5,0 mm, apresentada
na Fig.3.2. Esses organismos possuem um curto ciclo de vida, reproducao

assexuada, e se movimentam por meio de nadadeiras laterais.

3.4. Toxicidade e ecotoxicidade do metronidazol e subprodutos

O uso dos compostos nitroimidazdis representa um grande avango no
tratamento de varias enfermidades; porém um aspecto gera preocupagdes dentro
da area ambiental. Vanelle et al (2009) relatam o surgimento de espécimens de
Trichomonas vaginalis resistentes ao tratamento com metronidazol. Esse fato
demonstra que grandes doses desse farmaco devem ser usadas para que o efeito
terapéutico seja mantido; e assim, acarreta um grande aporte dessa substancia e
dos seus metabdlitos para o meio ambiente.

Estudos sobre a toxicidade dos nitroimidazéis sdo feitos ha bastante

tempo, no entanto, a grande dificuldade nesses processos é a separacao das
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propriedades mutagénicas/carcinogénicas do préprio efeito do farmaco que reside
na capacidade de causar danos a molécula de DNA das bactérias. O mecanismo
de agao do metronidazol segue uma rota metabdlica que pode também expressar
mutagenicidade. Trés rotas aparecem como as provaveis causadoras da
mutagenicidade/carcinogeniciade: biotransformagédo aerodbia, ativacdo bacteriana
e 0 mecanismo de acdo nos seres humanos, a nitroredugdo (Bendesky et al,
2002).

Estudos tém demonstrado que os derivados hidroxilados do metronidazol
sdo até dez vezes mais toxicos no ensaio de Ames com Salmonella typhimjurium,
quando comparados ao proprio farmaco. Menéndez et al (2001) demonstraram
que nove entre dez pacientes tratados com metronidazol, apresentaram danos em
suas moléculas de DNA, um dia apés o final do tratamento, levando um tempo de
até 15 dias para recuperar totalmente a estrutura genética. Metronidazol é
extensivamente distribuido pelo corpo, e pode ser encontrado em tecidos
placentarios e excretado no leite materno (Passmore et al, 1988).

Mudry et al (2007) estudaram a capacidade de o metronidazol induzir
mutagbes em espermatozdides de camundongos, demonstrando que este
composto pode afetar a morfologia, mobilidade e capacidade fertilizadora das
células reprodutoras de machos. De acordo com a Agéncia Internacional de
Pesquisa em Cancer, o metronidazol apresenta evidéncias suficientes para ser
considerado carcinogénico em animais, porém insuficientes para garantir sua
agao carcinogénica em humanos. Estudos sobre os efeitos da capacidade
mutagénica do farmaco e seus subprodutos em humanos tém apresentado
resultados contraditérios, sendo uma questdo importante em virtude do extenso
uso desse medicamento.

A avaliacdo da ecotoxicidade cronica e aguda do metronidazol sobre
Daphnia magna foi relatada por Wollenberger et al (2000). Neste estudo, o
composto ndo apresentou toxicidade crbnica sobre os organismos até a
concentracdo de 250,0 mg.L™" e aguda até 1000,0 mg.L™". Por outro lado, dados
de literatura demonstram o carater de persisténcia do metronidazol em solugdes
aquosas, mesmo apos tratamentos oxidativos avangados; salientando que, muitas
vezes, 0os subprodutos da degradagdo do farmaco sdo mais toxicos que o

composto original (Sanchez-Pdlo et al,2009).
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Dantas et al (2009) avaliaram a toxicidade de solugbes de metronidazol com
concentracdo inicial de 100 mg.L'1 antes e apods tratamento de fotdlise com
radiacao UVC sobre o crescimento de raizes de Allium. Os autores demonstraram
que o ICso dos subprodutos (86,7 mg.L™) foi inferior ao ICso (102,5 mg.L™") da
solucdo de partida do composto, reforcando que, na maioria dos casos, 0s
compostos gerados pela decomposi¢cédo do metronidazol podem ser mais toxicos
que o proprio farmaco.

A principal parte do metronidazol ingerido € excretado pela urina, sendo que
o uma parte pode ser excretado de forma inalterada (Halling-Sorensen, 1997).
Estes autores testaram a toxicidade aguda do farmaco em espécies de algas e
peixes, marinhos e de aguas doces, demonstrando que o composto apresenta
CEso (72 horas) igual a 12,5 mg. L™ para algas verdes Chlorella sp., e CEsq (72
horas) igual a 39,1 mg.L™" para Selenastrum capricronutum, alga verde de aguas
doces. N&o foi relatada toxicidade aguda para os peixes testados até a faixa de
500 mg.L™".

Estes dados demonstram que a presenca do farmaco no ambiente pode
afetar o ecossistema de forma indireta; diminuindo a disponibilidade de algas no
ambiente, afetando toda a cadeia alimentar, esse fato demonstra a importancia do
desenvolvimento de técnica para tratamentos de efluentes contendo essa

molécula.
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4. MATERIAIS E METODOS

A metodologia se baseou na adaptagado de dados de literatura, utilizando
os processos Fenton e foto-Fenton para o tratamento de solugdes contendo o
farmaco metronidazol (Shemer et al, 2006). No estudo dessas reagdes, outras
ferramentas foram analisadas, como o uso de outras fontes de ferro para reacdes
Fenton, e também o uso de ferro zero como ferramenta de reducdo da matéria
organica. Nesse sentido, seguiram-se ensaios de toxicidade realizados, conforme
protocolos de analise, como forma de avaliar a eficiéncia do tratamento das

solugdes em estudo para as diversas reagdes empregadas.
4.1. Reagentes e Materiais

Acido Sulfurico p.a.(Merck);

Perdxido de Hidrogénio 30% p.a. (Merck);

Sulfato Ferroso heptahidratado p.a. (Merck);

Acido fosférico p.a.(Merck);

Carbonato de sédio p.a (Merck)

Cloreto férrico p.a. (Merck);

Hidroxido de Sodio p.a. (Merck);

Acetonitrila grau HPLC (J.T Backer);

Agua Ultrapura (Milli-Q Plus, Millipore; < 18 MQ cm™);
Principio ativo do farmaco metronidazol-base (Delaware);

Palha de ago fina comercial n°0 (Bombril);

YV V.V V V V V V V V V V

Cubetas de quartzo com 10 mm de caminho o6tico (Hellma)

4.2. Processos de Tratamento

Os ensaios Fenton homogéneo e heterogéneo foram realizados em 100
mL de solucdes aquosas 6,02 x 10° mol L™ (10,31 mg L") em metronidazol, em
reatores abertos de vidro (250 mL), sob agitacdo magnética constante. Para o

processo Fenton as amostras foram tratadas com solugéo aquosa de 1 x 10 mol
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L' em Fe™, e solugdo de H,O, na mesma concentracdo da solugdo ferrosa. A
solucdo estoque de ions ferrosos foi de 0,25 M em Fe*? em meio acido (H.SO,
0,4M), a partir dessa, por diluigdo em agua ultrapura, preparou-se a solugao de
trabalho descrita acima. A solugcao de trabalho de H,O, foi preparada pela diluigao
direta do reagente concentrado em agua ultrapura. As solugbes aquosas foram
preparadas imediatamente antes das rea¢cdes como forma de evitar a degradagao
do peroxido e a precipitacdo de Fe*™ na solucdo aquosa. No processo Fenton
heterogéneo foram utilizadas condi¢gdes similares, porém como fonte de ions
ferrosos foi usada palha de aco fina comercial. Os testes usando palha de acgo
foram realizados com base na adaptagédo de dados de literatura (Pereira e Freire,
2005), onde se falou do uso de Fe sélido para fornecer os ions ferrosos

necessarios na reagao tipo Fenton.

Nas reacdes baseadas na via redutiva, foi utilizado ferro metalico como
agente redutor, em quantidades otimizadas; nas mesmas condi¢des utilizadas nas
reagcdes Fenton e tipo Fenton, porém sem o perdxido de hidrogénio. Todas as
reagbes ocorreram em temperatura de 20+2 °C. As solugdes tiveram pH ajustado
a 3,5+0,2 com H,SO4 0,4 M e NaOH 0,4 M. O tempo total das reagcdes Fenton e
tipo Fenton foi de 30 minutos; para as vias redutivas foram empregados tempos
reacionais de até 360 minutos, como forma de acompanhar a degradagédo do

metronidazol.

l Fonte UVA ) TIF'D FE nton
H202
Fenton Classico Fel
H,S0,
H202
Fe+2 ”
M50, Redugéo
ﬁ:g;itador Magnéti::; Fe0
H,80,

Figura 4.1. Esquema da montagem do reator para os processos de tratamento. Para as

reagdes foto foi utilizada fonte UVA.
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Nos processos conduzidos sob radiagdao UV, foram utilizadas 3 lampadas
Philips R-UVA, com poténcia total de 180W e radiancia de 77,3 W/m?a 20 cm da
fonte. Nas reagbes sob radiagao ultravioleta, teve-se o cuidado de desligar o
sistema de lampadas, antes de manusear o reator sob a mesma. Salienta-se que
a radiagdo UV causa queimaduras graves, além de apresentar potencial

cancerigeno.

4.2.1. Preparo da solucédo-estoque de metronidazol

Para o preparo da solugao de metronidazol foi utilizado o principio ativo,
comercialmente disponivel pela empresa Delaware, com as seguintes

especificagoes:

Quadro 4.1 Reagente metronidazol usado para preparo da solugao-estoque

Foérmula Empirica | Peso Molecular (g mol'1) Amaximo (NM) Pureza (%)

CeHyN303 171,20 320 99,58

Para a realizagdo dos testes, pesou-se 0,107 g (massa ja calculada em
relacdo a pureza do reagente) e diluiu-se com agua ultrapura em baldo
volumétrico de 500 mL, obtendo-se uma solugédo de concentragao 1,24 x 10 mol
L. A solugdo de trabalho foi preparada, por diluicdo com agua ultrapura da

solugdo estoque, até concentragdo de 6,02 x 10° mol L™ (10,31 mg L™).

4.2.2. Avaliacdo espectrofotométrica do farmaco para diferentes pHs

Na analise do espectro do farmaco em meio natural, acido e alcalino
foram utilizadas 100 mL de solugdes aquosas de metronidazol na concentragao
de 10,31 mg L. Para verificar o espectro em pH natural(em torno de 6,0), a

solucao foi preparada e nao sofreu nenhum tipo de tratamento antes da leitura em
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espectrofotometria UV-VIS. Para as analises em pH acido e basico, as solucdes
foram tratadas com acido (H,SO4 0,4 M )) ou base (NaOH 0,4 M ) até pH de 3,5
0,2 e 10,0 £ 0,2. Como controle no meio basico foi usada solucdo aquosa, onde
se adicionou base NaOH 0,4 M até pH de 10,0 £ 0,2.

4.2.3. Avaliacao espectrofotométrica do meio reacional Fenton

Para avaliar o espectro do meio reacional Fenton foram preparadas
quatro solugdes aquosas contendo separadamente: Fe*?, H,O,, Fe**/H,0, e Fe™.
O volume de agua ultrapura utilizado foi de 100 mL e o pH ajustado em 3,5 + 0,2.

Conforme descrito:
Soluggo 1: 6,70 mg L' em Fe™?.
Solugdo 2: 10,20 mg L™ em H,0..

Soluggo 3: 6,70 mg L' em Fe*? (1,2 x 10 mol L' em FeSQy,), e 10,20 mg
L- "em H.0; (3,0 x 10 mol L' em H,0y).

Solugdo 4: 6,70 mg L™ em Fe**(1,2 x 10* mol L em FeCls)
4.2.4. Peroxidacdo e foto-peroxidacéo do farmaco

Para testar a reagao entre o metronidazol e peréxido de hidrogénio, foram
feitas solugdes contendo 100 mL do farmaco na concentragédo de 10,31 mg L™,
acidificadas com H,SO,4 0,4 M, até pH de 3,5+0,2. O estudo foi feito usando trés
faixas de concentragdo de agente oxidante como forma de avaliar o
comportamento da reacdo para as seguintes relagcbes molares de
H2O2:metronidazol (1:1, 25:1 e 100:1). Trabalhou-se com as seguintes
concentracdes de perdxido: 10,20 mg L™, 255 mg L™, 1031 mg L', baseado em
uma adaptagao dos tratamentos propostos por Shemer et al (2006). Os espectros,

em meio acido, dessas solugdes foram analisados antes das reacbes para
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verificar o comportamento dos mesmos quando isolados do farmaco. As reacdes
de peroxidagao foram estudadas sob luz UV e ao abrigo de luz.

O perfil da degradagédo do metronidazol atribuido apenas a fotdlise também
foi estudado. A solugao de trabalho foi submetida a reagao de degradagao sob luz

UVA durante 60 minutos e o perfil do espectro acompanhado.
4.2.5. ReagOes Fenton e Foto-Fenton classicas

Solugdes contendo 100 mL de solugdo do farmaco na concentragao de
10,31 mg L, foram acidificadas com H,SO, 0,4 M até pH de 3,5+0,2; em

seguida adicionou-se 6,70 mg L' em Fe*? e 10,20 mg L' em H,O,
4.2.6. Reacdes tipo Fenton, e tipo foto-Fenton

Solucdo 1: 100 mL de solugdo do farmaco na concentracdo de 10,31 mg L
foi acidificada até pH de 3,5+0,2; em seguida adicionou-se 2,8 mg em Fele 10,20

mg L™ em H,0

Solugdo 2: 100 mL de solugdo do farmaco na concentracdo de 10,31 mg L
foi acidificada até pH de 3,5+0,2; em seguida adicionou-se 2,8 mg em Fe’ e 5,10

mg L™ em H,0

Solucdo 3: 100 mL de solugdo do farmaco na concentracdo de 10,31 mg L
foi acidificada até pH de 3,5+0,2; em seguida adicionou-se 2,8 mg em Fele 20,40

mg L™ em H,0

Solucao 4: 100 mL de solugdo do farmaco na concentracdo de 10,31 mg L
foi acidificada até pH de 3,5+0,2; em seguida adicionou-se 1,4 mg em Fele 10,20

mg L™ em H,0

Solucdo 5: 100 mL de solugéo do farmaco na concentracdo de 10,31 mg L
foi acidificada até pH de 3,5+0,2; em seguida adicionou-se 5,6 mg em Fele 10,20

mg L™ em H,0
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4.2.7. Reacéo entre o farmaco e Fe’e Fe*?

Para avaliar a decomposicdo do metronidazol, usando o processo de
reducdo em presenca de ferro, foram preparadas solugcbes contendo diferentes
teores de ferro. Solucdes aquosas contendo 100 mL de solugédo do farmaco na
concentracdo de 10,31 mg L™, foram acidificadas até pH de 3,5+0,2; em seguida
adicionou-se 2,8 mg em Fe°, sendo que essa amostra sintética foi avaliada para
trés diferentes tempos de reacio 30, 180 e 360 minutos.

Para a reacdo usando Fe*?, foram feitas as mesmas solucdes de partida,
porém, trabalhou-se com duas faixas de concentracdo de ions ferrosos 6,70 e
13,40 mg L™ sendo que a degradacdo foi avaliada nos tempos de 30 e 180
minutos, respectivamente. Nessas reagdes, também foi avaliada a influéncia da
radiagdo UVA, assim as reacgbes foram conduzidas ao abrigo da luz e na

presenca de irradiacao.

4.3. Métodos Analiticos

4.3.1. Espectrofotometria de ultravioleta-visivel

O desenvolvimento experimental consistiu na adaptacdo proposta de
Shemer et al (2006). O presente estudo buscou acompanhar a degradacéo do
farmaco metronidazol usando a técnica de espectrofotometria de absor¢céo no UV-
VIS, nos Laboratérios de Faculdade de Quimica da PUCRS usando equipamento
espectrofotbmetro Hewlett Packard-HP 8453, caminho o6ptico de 10 mm,
varredura em comprimentos de onda de 190 a 1100 nm. As analises foram

realizadas a 20 + 2 °C.

4.3.2. Cromatografia liquida de alta eficiéncia

As amostras analisadas por CLAE, foram injetadas apds 30 minutos

de reacao Fenton e tipo Fenton; para os processos redutivos o tempo total de
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reacao antes da analise foi de até 360 minutos, como forma determinar os teores
residuais do farmaco, bem como o surgimento de subprodutos de decomposigao.

As analises em equipamento de cromatografia liquida de alta eficiéncia
para determinar a degradacdo do metronidazol foram realizadas no Laboratério
Nacional Agropecuario-LANAGRO. Utilizou-se cromatégrafo liquido (Shimadzu)
com deteccao por UV-DAD e coluna Symmetry C18 (3.5 um), 150 x 2,10 mm. Nas
analises por CLAE, trabalhou-se com sistema de elui¢do por gradiente com fase
movel de agua(A): acetonitrila(B):tampao fosfato 50 mM, pH de 2,5(C), com a
seguinte programacdo: 0-10 minutos: 5 %B: 20%C; 10-15 minutos: 5-30%B:
20%C; 15-16 minutos: 30-5%B: 20%C; 16-20 minutos: 5%B: 20%C.

Foi adotado um fluxo de 0,15 mL min™, com volume de injecdo de 5L,
com tempo total de andlise de 20 minutos, cada ponto da curva foi injetado em
triplicata. A Fig 4.2 apresenta a curva de calibracdo do método, com tempo de
retencdo do metronidazol em aproximadamente 9 minutos, e deteccdo em 317
nm; também foram realizadas analises utilizando o sistema de deteccdo DAD, em

iguais condi¢des analiticas.
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Figura 4.2: Curva analitica para o farmaco metronidazol em meio natural, pH 6,0, faixa de
calibragdo de 0,1 a 10 mg L™, CLAE em 317 nm
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4.3.3. Espectrometria de absorcédo atomica-FAAS

Os teores de ferro total presentes nas amostras poés-reagao foram
determinados por espectrometria de absorcdo atdbmica com atomizagado por
chama - FAAS (VARIAN) na Faculdade de Quimica da PUCRS. As analises foram
conduzidas com as seguintes condigbes operacionais: corrente de 5 mA, chama
ar:acetileno, fenda de 0,2 nm e comprimento de onda de 248.3 nm.

A curva de trabalho usada foi preparada por diluigdo do padrao 1000,0 mg
L™ de Fe+%, em HCI 0,25 M. As diluigdes da solugdo estoque foram feitas também
em HCI 0,25 M para o preparo dos padrdes. A faixa de calibragao foi de 0,5 a 10,0
mg L. A Fig 4.3 traz a curva de trabalho usada nas quantificagdes de ferro total

nas amostras sintéticas, cada ponto da curva foi injetado em ftriplicata.
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Figura 4.3: Curva analitica para determinagéo de Fe total por FAAS, faixa de concentragéo de 0,5

a10 mg L.
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4.3.4. Cromatografia I6nica

As analises de anions ocorreram no Laboratério de Quimica Analitica e
Ambiental/PUCRS. Foi usado cromatdgrafo Dionex DX500, com detecgéo por
condutividade elétrica ED40 e supressao quimica com H,SO4 50 mM. Uma coluna
lonPac AS9-HC(Dionex, 250 x 4 mm), foi utilizada com sistema de eluigdo
isocratico e Na;CO3 9mM como eluente, fluxo de 1 mL.min™" e volume de injecéo
de 25 uL. As curvas de calibragao foram preparadas por diluicido dos padroes
1000 mg L dos ions. A faixa de calibracdo para oxalato, formiato, acetato,
fluoreto e nitrito foi de 0,5 a 10 mg L™'; para os ions nitrato na faixa de 2,5 a 50 mg
L™; fosfato de 0,25 a 5 mg L™, brometo de 1,25 a 25 mg L™ e sulfato de 6,3 a 12,5

mg L. Para todos os ions as curvas analiticas foram satisfatérias com R, >0,99.

4.4. Ecotoxicidade do metronidazol e dos subprodutos

No processo Fenton e Foto-Fenton (Shemer et al, 2006), a degradagao do
farmaco é rapida, com tempo de degradacao total de menos de cinco minutos. Os
subprodutos da degradagao oxidativa e/ou redutiva deste composto, ainda sao
desconhecidos; assim a toxicidade dos mesmos foi avaliada. Os ensaios foram
feitos em parceria com o Laboratorio de Ecotoxicologia da UFRGS.

Os estudos com Daphnia similis, foram realizados conforme Norma NBR
12.713 (ABNT, 2004). As amostras foram testadas e se determinou o CEsy; em 48
horas, para o farmaco na concentragao inicial de 10 mg L™, para o meio e para os
subprodutos das reacdes foto-Fenton classica, tipo foto-Fenton, e para o meio e
subprodutos das reacdes de foto-reducédo usando Fe®.

As faixas de diluicdo testadas para analise de toxicidade foram: 1,56, 3,12,
6,25, 12,5 e 25, 50 e 100% das amostras e do padrdo. O unico tratamento sofrido
pelas amostras apos as reagdes de decomposigdao do metronidazol foi o ajuste de
pH para a faixa entre 7,2 a 7,8, pois em condi¢des extremas de pH o0s organismos
nao sobrevivem. Como método estatistico para tratamento dos dados foi

empregado o software Trimmed Spearman Karber (Hamilton et al, 1977).
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Estudos preliminares do espectro do metronidazol

Os estudos iniciais buscaram estabelecer o perfil do espectro ultravioleta-
visivel do farmaco metronidazol (MTZ), em diferentes valores de pH. Os testes,
Fig. 5.1 a 5.2, demonstraram que o composto apresenta maxima absorvancia em

320 nm e que o espectro se modifica em meios distintos.
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Figura 5.1. Espectros de absorg¢ao da solugdo de metronidazol em concentragdo de 10,31 mg L™

em diferentes valores de pH.
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Figura 5.2. Espectros de absorgao da solugdo de metronidazol 10,31 mg L' em pH de 10,0 (linha

grossa) e da base usada para alcalinizar (linha fina) na concentragao de 10 mol L.

O espectro do composto sofreu uma pequena diminuicdo da absorvancia
maxima, quando em pH de 3,5(usado para as reagdes de tratamento), se
comparado ao espectro do mesmo em meio com pH=6,0; porém, ndo ocorreu
modificagao significativa no perfil espectral que € semelhante ao metronidazol em
meio natural, proximo a 6,0. Ndo foram observadas mudancas como o
deslocamento do lambda maximo, ou aumento da linha base, Fig. 5.1.

Por outro lado, o meio alcalino modificou o perfil do espectro de forma
marcante, aumentando o valor da linha base em comprimentos de onda abaixo de
240 nm. Uma anadlise do espectro da base usada (NaOH) em agua, Fig.5.2,
demonstrou a mudancga de perfil causada pelo presencga da base, sendo que essa

condigao é desfavoravel para analise nesta regiéo.
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O meio acido, no qual é realizada a reagao Fenton é propicio para analise
por espectrofotometria UV-VIS, entretanto devido a brusca mudancga do espectro
no pH de 2,5, Figura 5.1; este deve ser controlado rigorosamente de forma a

maximizar a reagcado, sem comprometer a analise do espectro.

5.1.1. Espectros do meio reacional Fenton

A analise dos espectros dos reagentes usados na reagao Fenton, e do
perfil resultante da mistura dos mesmos trouxe um dado significativo. A Fig. 5.3
apresenta os espectros de absorvancia das solugdes utilizadas na reagao Fenton.
Observou-se que as solugbes de perdxido de hidrogénio e de ions ferrosos
utilizadas nao apresentam absorvancias significativas na regiao de 320 nm,
quando isoladas. Entretanto, a mistura desses reagentes resultou em um espectro

com absorvancia em torno 0,25 na regido de trabalho.
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Figura 5.3: Espectros das solugdes contendo (A) 10,20 mg L™ em H,0, e 6,70 mg L-' em Fe*?,
(B) 10,20 mg L™ em H,0, , (C) 6,70 mg L™ em Fe*?, pH de 3,5+0,2.
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Para comprovar se a absorvancia em 320 nm deve-se, basicamente, ao
surgimento de ions férricos no meio, conforme Eq. 5.1, foi analisado o espectro de
uma solugdo de FeCls, com uma concentragdo Fe*® semelhante as analisadas

anteriormente, aproximadamente 6,70 mg L.
Fe'? + H,0,» OH + OH + Fe™ (5.1)
A Fig.5.4 apresenta os espectros de absorvancia do cloreto férrico e da

mistura de peroxido de hidrogénio com sulfato ferroso nas mesmas

concentracdes usadas nos processos Fenton, além dos espectros do HCI e do

farmaco.
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Figura 5.4: Espectros de absor¢ao da solugéo (A)10,31 mg L™ em metronidazol , (B) 6,70 mg L’
em FeCls, (C) solugdo 10,20 mg L™ em H,0, e 6,70 mg L™ em Fe*?, e (D) HCI1 0,1 mol L™

A interpretacédo da Fig 5.4 revelou que o perfil do espectro da mistura dos
reagentes usados na reagao Fenton é compativel com solugao de cloreto férrico
na mesma concentragcao. O espectro do acido cloridrico indicou, ainda, que o ion

cloreto n&o absorve na regido de trabalho, e, portanto, ndo causa interferéncia no
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estudo por espectrofotometria de UV-VIS. O uso do cloreto férrico demonstrou
ainda que a banda em 320 nm pode ser atribuida aos ions férricos que surgem no
meio reacional Fenton. Esses dados demonstram que através de espectroscopia
UV-VIS havera a interferéncia na banda de trabalho; logo essa técnica, usada

isoladamente, é insuficiente para a analise da degradac&o do metronidazol.

5.2. Estudo das reac¢fes de degradacado do farmaco

5.2.1. Peroxidacéao e foto-peroxidacédo do metronidazol
A reacdo de decomposicdo do farmaco utilizando apenas o
peréxido de hidrogénio em meio acido foi estudada, na busca de possiveis
caminhos alternativos a reagao Fenton para a degradacdo, e como forma de
estabelecer o comportamento do composto mediante um dos reagentes do meio

Fenton. A Figura 5.5 traz o perfil espectral da reagédo de peroxidagao.
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Figura 5.5. Espectros de absorc¢ao da solugdo de metronidazol 10,31 mg L' e10,20 mg L' em

H,0,., pH de 3,5+0,2, em diferentes tempos reacionais para a peroxidagao.
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A peroxidacdo em meio acido do metronidazol foi acompanhada por
espectrofotometria UV-VIS, uma vez que, ndo ocorre interferéncia na regidao de
estudo. Na analise dos espectros presentes nas Figuras 5.5 e 5.6, percebe-se
que a cinética é lenta. Outro fato que pode ser destacado € que a reagao sob

radiagao foi ligeiramente mais rapida que o processo sem irradiagao.
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Figura 5.6. Espectros de absorg¢ao de solugdo de metronidazol 10,31 mg L" e10,20 mg L" em

H,O,, pH de 3,5+0,2, em diferentes tempos reacionais para a foto- peroxidagao.

As Figuras 5.5 e 5.6 demonstraram que a cinética é lenta quando os
teores de perdxido de hidrogénio e do farmaco sao iguais. Como forma de
comprovar que a degradacgao verificada na Figura 5.6 é devido ao ataque do
perdxido sobre o farmaco, foi acompanhada a reacéo de fotélise do composto em
um tempo de até 60 minutos de reacdo. A analise da degradacao foi realizada

com base na reducao da queda da absorvancia em 320 nm.
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Figura 5.7. Espectros de absorgdo de solugdo de metronidazol 10,31 mg L™, pH de 3,5+0,2, em

diferentes tempos reacionais para a fotélise.

Através das Figuras 5.6 e 5.7, verificou-se que somente o uso de radiagao
UVA nao é suficiente para degradar o metronidazol como verificado na reagao de
foto-peroxidagdo. Em 25 minutos de foto-peroxidagao, aproximadamente 3% do
farmaco foi decomposto; para a fotélise no mesmo tempo de reacional menos de
0,5% foi eliminado. Para um tempo de 60 minutos de fotdlise apenas 6% do
composto foi degradado. Dantas e colaboradores (2010) avaliaram a degradagéao
de uma solugdo aquosa contendo 100 mg L'em metronidazol usando somente
radiacdo UVA, conseguindo apenas 22% de remogao do farmaco apos 8 horas de
reacao. Esse dado reforga o resultado apresentado na Fig. 5.7, onde mesmo para
uma concentragdo de 10,31 mg L™ o uso de fotdlise ndo foi suficiente para

decompor o metronidazol no tempo de tratamento empregado.
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No estudo da peroxidagao, trabalhou-se com uma adaptagcdo do método
proposto por Shemer et al (2006). Esses autores indicaram uma degradagao de
até 67% do farmaco em uma relagdo de H,O./metronidazol de 50:1, usando
sistema sob radiagcdo UV. Nesse sentido, a reacéo foi realizada com a relagao
25:1 e 100:1 H,O2/metronidazol, como forma de otimizar as condi¢cdes de ataque
com peroxido, aumentando a velocidade de degradagado; e na perspectiva de
avaliar outras concentracdes de oxidante capazes de degradar a molécula em
estudo.

A analise preliminar dos espectros de solugdes de peroxido com excesso
de 25 e 100:1 foi realizada para acompanhar a mudanca do perfil espectral em

virtude dos excessos do H,O, , como mostrado na Figura 5.8.
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Figura 5.8. Espectros de absorgao de solugdo 255 mg L™ em H,0,, e 1031 mg L em H,0,, pH
de 3,5+0,2.

Como observado na Fig. 5.8, a presenga de perdxido de hidrogénio em
grandes concentragdes promoveu o aumento da linha de base, principalmente

abaixo de 290 nm; entretanto no comprimento de onda do estudo (320 nm) n&o foi
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verificada interferéncia que inviabilizasse o acompanhamento da decomposi¢ao
do farmaco por espectrofotometria UV-VIS, para os processos de peroxidagao.
A Figura 5.9 apresenta os espectros da reacdo de foto-peroxidagao

empregando uma concentracéo de 255 mg L' em H,0.
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Figura 5.9. Espectros de absorc¢ao de solugdo de metronidazol 10,31 mg L peroxidagdo com

255 mg L™ em H,0,, e foto- peroxidagdo com 255 mg L em H,0,, pH de 3,510,2.

Os espectros indicaram que a reacao sob luz UV realmente é mais efetiva;
na peroxidagao simples com excesso de peroxido de 25x o teor de farmaco
degradado foi de apenas 0,3%, quando a mesma reagao ocorreu sob radiagao, a
degradacgao apds 60 minutos foi de 13%. Salienta-se que, conforme demonstrado
na Figura 5.7, a degradacdo atribuida exclusivamente a fotdlise nesse tempo
pode ser de até 6%, logo o aumento da concentragdo de peroxido em 25 vezes
provocou um aumento para 7% na decomposi¢cdo do composto em estudo.

Ressalta-se também que as linhas de base dos espectros das reacdes da Figura
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5.9 sofreram aumento, quando comparadas a do farmaco puro, em virtude do

excesso de peroéxido.

Um teste empregando excesso de peroxido de 100x em relagdo ao
metronidazol foi realizado, sob luz UV para determinar se a degradacdo do
composto seria maior, na medida em que se adicionou uma grande quantidade de

agente oxidante, Figura 5.10.
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Figura 5.10. Espectros de absor¢ao de solugdo de metronidazol 10,31 mg L foto-peroxidagao
com 1031 mg L em H,O,, pH de 3,5+0,2.

Nas reacdes de foto-peroxidagdo, com grande excesso de Hy0O, se
observou um aumento significativo na degradagdo do farmaco. Utilizando uma
relacdo de 100:1 - H,Oz/metronidazol a remogao foi de 46% em um tempo de 60
minutos. A reagao foi acompanhada até um tempo de 180 minutos para se
estabelecer o comportamento desse processo em maiores periodos reacionais,

conforme observado na Figura 5.11.
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Figura 5.11. Espectros de absor¢ao de solugdo de metronidazol 10,31 mg L foto-peroxidagao
com 1031 mg L™ em H,0,, pH de 3,510,2, em diferentes tempos reacionais.

Na Figura 5.11, pOde-se verificar que o aumento da quantidade de H,O»,
alterou o perfil do espectro do farmaco, principalmente abaixo de 290 nm,
conforme demonstrado, também, pela Figura 5.8. Houve alteragdo da linha de
base, atribuida ao perdxido de hidrogénio em excesso.

Nessa reagdo, chegou-se a um total de 87% em remogao do metronidazol
para um tempo de 180 minutos. Assim, dentre as peroxidagdes empregadas, a
melhor condicio foi com o uso de um excesso de 100 vezes do H,O, em relacéo
ao metronidazol. Com base nesses dados, outros tipos de reagdes foram
estudadas buscando aumentar a degradagéo e diminuir a quantidade de agente

oxidante e também o tempo de tratamento.
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5.2.2. Reacbes Fenton e foto-Fenton classicas

Conforme dados de literatura (Shemer et al, 2006), a reagcédo Fenton e Foto-
Fenton tém a capacidade de degradar o metronidazol quase totalmente (90%) em
um curto espago de tempo. Ambas as reagdes foram feitas nesse estudo e a
decomposicdo acompanhada espectrofotometricamente.

O estudo da reagédo Fenton mostrou uma ligeira queda da absorvancia no
inicio da reacao, em relagdo ao farmaco puro, como apresentado na Fig 5.12.
Apés a mistura dos reagentes ocorreu uma estabilizagdo na absorvancia e
também mudanca no espectro em relacdo ao metronidazol em meio acido.
Aparentemente a degradagdo nao ocorreu, pois em 320 nm nao houve redugao
significativa no valor de absorvancia, mesmo apés 10 minutos de reacédo. Porém o
perfil abaixo de 240 nm, sugere a formagao de subprodutos, pois se observou um

aumento na absorvancia.
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Figura 5.12: Espectros da amostra sintética de metronidazol 10,31 mg L", 6,70 mg L' em Fe*,

10,20 mg L™ em H,0,, pH de 3,510,2, em diferentes tempos reacionais, reagdo Fenton.
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O processo Foto-Fenton, Fig 5.13, apresentou perfil de degradacao
semelhante ao observado no processo Fenton. Pode-se verificar também que os
subprodutos da reacdo apareceram com maior intensidade que na reagao sem
radiacao. A reacao foi acompanhada por tempo superior a 10 minutos como forma
de monitorar se o perfil do espectro seria constante. O comportamento observado
na reacdo Foto-Fenton & condizente com dados de literatura (Hermosila et al,
2009), onde a presenca de radiagcado ultravioleta converte os ions férricos a

ferrosos, com formagao adicional de radicais hidroxila, aumentando a velocidade

de reacgéao, conforme Eq. 5.2.

Fe®+H,0+hv> Fe2+ OH+H' (5.2)
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Figura 5.13: Espectros da amostra sintética de metronidazol 10,31 mg L", 6,70 mg L" em Fe*,
10,20 mg L™ em H,0,, pH de 3,510,2, em diferentes tempos reacionais, reagdo Foto-Fenton.

O estudo da reagao Fenton e Foto-Fenton por espectrofotometria UV —-VIS

demonstrou que existem subprodutos; assim a degradagdo do metronidazol
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ocorreu; ainda que em 320 nm a absorvancia nao se reduzisse de forma
significativa. Devido a presenga dos ions férricos que também absorveram nessa
regido, Fig. 5.4, o estudo da degradagao somente por espectrofotometria UV-VIS
se mostrou deficiente. Em virtude das limitagcbes encontradas na analise da
degradagao do metronidazol por espectrofotometria no UV-VIS, foram realizadas
as reagdes Fenton e Foto-Fenton, e os subprodutos da degradagdo analisados

por cromatografia liquida de alta eficiéncia- CLAE.

5.2.21. Degradacao do metronidazol na reagao Fenton

O método usado para determinacéo do farmaco por CLAE foi otimizado e o
tempo de retengdo ficou em aproximadamente 8,6 minutos, nas condi¢cdes
empregadas. O cromatograma do padrao de metronidazol, na concentragao de 10
mg L7 (Fig 5.14) mostrou que existe apenas um pico, e portanto ndo existem
interferentes no sistema. O limite de detecgdo do método foi de 10,00 ug L' A

curva analitica foi satisfatdria, pois apresentou excelente R%> 0,99.
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Figura 5.14: Cromatograma do padréo de metronidazol, concentragao de 10 mg L", em 317 nm.
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Os cromatogramas exibidos nas Figs. 5.15 e 5.16, relativos aos espectros
das Figs. 5.12 e 5.13, mostraram que n&o existia mais metronidazol nas amostras
quando da analise. O perfil dos espectros apresentados nas Figs. 5.12 e 5.13,
podem ser atribuidos a interferéncia de ions férricos, mas conforme

demonstraram os cromatogramas nao é devido ao metronidazol ndo degradado.
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Figura 5.15: Cromatograma de amostra de subproduto da reagédo de Fenton classico, mesma

amostra da Fig. 5.12, em 317 nm.

Os resultados das analises em sistema CLAE demonstram que o processo
Fenton e Foto-Fenton efetivamente degradaram o metronidazol completamente
apoés 30 minutos de reacdo. Nas amostras analisadas os teores de farmaco

ficaram abaixo dos limites de deteccdo do método, Figs.5.15 e 5.16.
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Figura 5.16: Cromatograma de amostra de subproduto da reagéo de Foto- Fenton classico,

mesma amostra da Fig. 5.14, em 317 nm.

O resultado observado na Fig 5.16 é condizente com dados de literatura.
Rodriguez-Gil e colaboradores (2010) utilizaram a reagao foto-Fenton homogénea
no tratamento de aguas de rios contendo metronidazol, conseguindo degradar até
97% do farmaco inicial (161 ng L™).

Os cromatogramas das Fig. 5.15 e 5.16 apresentaram no inicio da corrida
picos que podem ser atribuidos aos subprodutos da degradagdo que nao foram
separados pela coluna analitica. O estudo por CLAE com detecc¢do de arranjo de
diodos foi realizado como forma de identificar os picos que surgiram nos

cromatogramas citados.
5.2.3. Reacg0es tipo Fenton e tipo Foto-Fenton

O uso de fontes alternativas de ferro no processo Fenton & descrito na

literatura. Khan e colaboradores(2009) realizaram estudo comparativo da
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degradacgao de compostos clorados pela reagdo Fenton na presencga de Fe*?, Fe™
e Fe’ encontrando melhores resultados de remocdo quando do uso de Fe*?
soluvel. Estudos da reacdo Fenton, utilizando ferro sdélido como fonte de ions
ferrosos, para degradar metronidazol sao praticamente inexistentes. Assim, a
reacdo tipo Fenton com ferro zero foi realizada e acompanhada por
espectrofotometria UV-VIS.

Os resultados, usando Fe® comercial como fonte de ions ferrosos,
indicaram que nessa condicdo € possivel a analise da decomposigao do
metronidazol durante os primeiros 15 minutos, tanto na reagao tipo Fenton quanto

na tipo Fenton irradiada, conforme Figuras 5.17 e 5.18.

1,2

Absorvancia

Comprimento de onda (nm)

Figura 5.17. Espectros de absor¢ao de metronidazol 10,31 mg L™ com 10,20 mg L" em H,0, e
2,8 mg de ferro, pH de 3,5+0,2, em diferentes tempos reacionais, reagao tipo Fenton.
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Pode-se acompanhar o aumento da absorvancia abaixo de 240 nm, onde
presumidamente surgiram os subprodutos da reagao de oxidagao do farmaco, e o
decaimento da banda em 320 nm, onde o metronidazol tem maxima absorvancia.

O uso de ferro na forma mais reduzida é uma ferramenta interessante, pois
nao existe influéncia dos ions férricos, desde o inicio da reagdo, como no
processo Fenton e foto-Fenton classicos, o que se configurava em um
impedimento para estabelecer a cinética de decomposi¢do. A Figura 5.18 traz o

0s espectros de absorg¢ao da reacgao tipo foto-Fenton durante 30 minutos.
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Figura 5.18. Espectros de absor¢ao de metronidazol 10,31 mg L com 10,20 mg L' emH,0,e2,8

mg de ferro, pH de 3,5+0,2, em diferentes tempos reacionais, reagéo tipo foto-Fenton.

Pbde-se visualizar nas Fig. 5.17 e 5.18, que a partir de 15 minutos o
espectro sofreu alteracdo em seu perfil. Essa mudanca pbéde ser atribuida a
conversao dos ions ferrosos para ions férricos, que nesse momento passaram a

interferir na determinagao da degradacéo.
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Para avaliar o efeito da variacdo da concentragcdo de perdxido de
hidrogénio sobre a degradacdo do farmaco, foram realizados testes nas mesmas
condicdes reacionais do processo Fenton com ferro zero; porém foi usada uma
concentracdo de H;O, na ordem de 5,10; 10,20 e 20,40 mg L do agente

oxidante, conforme apresentado na Fig. 5.19.
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Figura 5.19: Remocéo percentual de metronidazol em concentracdo de 10,31 mg L™, 5,10(cinza),
10,20(preto) e 20,40 (pontilhado) mg L™ em H,0, , 2,8 mg de ferro comercial, pH de 3,5, reagéo

tipo Fenton.

Os dados obtidos, através da analise dos teores de metronidazol removido,
nos experimentos indicaram que a concentragao de peroxido usada para o estudo
Fenton e tipo Fenton - 10,20 mg L™ em H,0, - é eficaz na degradacdo. O aumento
da concentragao de perdxido de hidrogénio tem efeito negativo sobre a velocidade
de remocado do farmaco; ainda pode-se salientar que a diminuicdo da
concentragdo do agente oxidante provoca menor velocidade de reagdo, na
medida que a geragado de radicais hidroxila é insuficiente para a oxidagdo do

farmaco. O excesso de peroxido de hidrogénio atua como captador de radicais
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hidroxila, formando o radical hidroperoxila, Eq 5.3, conforme dados de literatura
(Paterlini et al (2005); Wang, (2008)).

H20, + "OH > HO, + H,0 (5.3)
5.2.4. Reacdes degradativas usando Fe® e Fe*?

A degradagao de compostos poluentes, usando Fe® é descrita na literatura,
(Freire et al, 2005). O uso de ferro metalico como agente redutor de compostos
organicos, esta baseado no seu potencial padrdao de reducéo, conforme Eq. 5.4.

Nessas reagdes, a degradagcdo do composto alvo ocorre basicamente pela
oxidacdo de Fe® a Fe*?, com transferéncia de 2e ; a reacgdo do ion ferroso a férrico

também pode reduzir a matéria organica.

Fe’ > Fe + 2e E%= + 0,440 V (5.4)

A reacao de reducdo entre o ferro e o farmaco, foi acompanhada por

espectrofotometria ultravioleta-visivel, conforme Fig. 5.20.
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Figura 5.20: Espectros de absorc¢ao da reagao entre o metronidazol 10,31 mg L' com 2,8 mg de
ferro, pH de 3,5+0,2, em diferentes tempos reacionais.
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A degradagado do metronidazol foi avaliada na presencga de ferro metalico
(comercial) como forma de estabelecer uma nova ferramenta para o tratamento
solugdes aquosas contendo este farmaco. Os espectros da Fig. 5.20 indicaram
que a reagao entre o composto e o Fe® ocorre, porém a cinética é lenta. Ao final
de 30 minutos, a decomposicado do farmaco foi de 4% em relagao a concentracio
inicial.

Como forma de otimizar o sistema de reducao, a reacéao foi conduzida sob
irradiacédo UV, foi utilizado um tempo superior de reacdo para verificar a
viabilidade desse processo como ferramenta de degradagdo do composto em
estudo. Os espectros da Fig. 5.21 indicam a eficacia do processo redutivo sobre o

metronidazol.
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Figura 5.21: Espectros de absorcao da reacdo entre o metronidazol 10,31 mg L' com 2,8 mg de

ferro, pH de 3,5+0,2, reacao de foto-reducgéo.
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A presenca do Fe® em meio acido é uma condicéo suficiente para provocar
a decomposicdo do metronidazol; porém o tempo de reacdo deve ser
extremamente alto, pois em 180 minutos de reagao apenas 44% do farmaco havia
sido degradado. A reducédo pbéde ser acompanhada por UV-VIS em um tempo
superior, uma vez que a interferéncia de ions férricos surge lentamente.

A reacdo entre o metronidazol e os ions ferrosos também foi estudada,
utilizando UV-VIS para avaliar a possibilidade de uso deste método para
acompanhar a decomposicado do farmaco. A Figura 5.22 apresenta os espectros
de absorvancia da reagdo de reducdo do metronidazol, utilizando Fe*? e Fe®, com

igual tempo reacional.
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Figura 5.22: Espectros de absorgéo da reagao entre o (A) metronidazol 10,31 mg L' com 2,8 mg

de ferro, e (B) reagdo com 6,70 mg L™ em Fe*?, pH de 3,5+0,2.

Pela analise dos espectros da Fig. 5.22, pdde-se observar que a
velocidade da reacao entre o farmaco e os ions ferrosos parece superior quando
comparada a reagcao com ferro solido; entretanto estudos preliminares

demonstraram que os ions férricos interferem no espectro, justamente na regido
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de 320 nm, dessa forma nao é possivel afirmar que a queda da absorvancia seja
diretamente relacionada a degradagao do farmaco.

Foi realizado um teste para verificar a possivel interferéncia desses ions no
UV-VIS quando da reacao de reducao; utilizou-se a mesma condicao reacional da

Fig 5.22, porém se adotou um teor de 13,40 mg L™ em Fe*

1,2
metronidazol

30_min_Fe(ll)_13,40mg/L

30_min_Fe(ll)6,70mg/L

Absorvancia

07““i““i““i““\ \ \
190 240 290 340 390 440 490

Comprimento de onda (nm)

Figura 5.23: Espectros de absorcao da reac&o entre o metronidazol 10,31 mg L™ com 6,70 mg L
' em Fe™, e reacdo com 13,40 mg L™ em Fe*?, pH de 3,50,2.

Através dos espectros da Fig. 5.23, pode-se visualizar que, mesmo na
reagao de reducdo, o surgimento dos ions férricos a partir dos ferrosos € muito
rapido, e isso impossibilitou o acompanhamento por UV-VIS, uma vez que ha
interferéncia destes na banda de 320 nm. Quando a concentracdo de Fe* é
elevada para 13,40 mg L'1, o sinal sofre modificagdo, aumentando o valor da
absorvancia. Os dados preliminares indicaram esses tratamentos (Fe’ e Fe*?)
como uma ferramenta de decomposi¢cao do metronidazol; sendo valiosos, pois o

ferro metélico é de facil remocao (Cao et al, 2009), e ndo ha necessidade do uso
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de peroxido de hidrogénio. A técnica de espectrofotometria UV-VIS se mostrou
inconclusiva no estudo das reagdes de reducdo, principalmente para a forma
ferrosa. Assim, analises por CLAE foram realizadas para determinar o real poder

de degradacgao do metronidazol através destas reacdes.

5.3. Andlise da decomposicdo do metronidazol por CLAE-UV

5.3.1. Reacéo de foto-peroxidacao

O processo de peroxidagao sob luz UV, com um excesso de 100 vezes na
concentracdo de H»,O, em relagdo ao metronidazol, foi analisado por CLAE, para
determinar os teores residuais de farmaco apds o tratamento. Essa concentragao
de agente oxidante foi escolhida, em virtude de que nos estudos por
espectrofotometria de UV-VIS foi o processo de peroxidagdao mais efetivo para
decomposicdo do composto em estudo. Foi utilizada uma concentragao de 10,31
mg L™ em metronidazol e 1031,00 mg L™ em peroxido de hidrogénio, tempo de

reacao de 180 minutos.
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Figura 5.24: Cromatograma do subproduto da reagéo de fotoperoxidagdo, em 317 nm.
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Pela observacao da Fig. 5.24, pbéde-se confirmar a eficiéncia da foto-
peroxidagdo, com grande excesso de agente oxidante. Esse dado pode ser
comparado ao obtido por Shemer et al (2006), onde o metronidazol foi degradado
de forma mais efetiva na presenga de H;O, e luz UV, do que em relagdo ao
peroxido isoladamente. Isso fica evidenciado pela equacdo 5.5, onde ocorre

fotdlise do peroxido de hidrogénio.

H,0,+ hv> 2 OH (5.5)

O pico pertencente ao metronidazol, sofreu grande diminuicdo em relagao
a solucdo sintética de trabalho, ver Fig 5.14, e ndo se observaram picos

referentes ao surgimento de subprodutos em 317 nm.

5.3.2. Reacéo tipo Fenton

A grande dificuldade encontrada nas analises das degradagbes do
metronidazol por espectrofotometria UV-VIS, atribuida a presengca de ions
férricos, determinou que se realizassem estudos por cromatografia liquida de alta
eficiéncia, nas mesmas condi¢gdes analiticas ja otimizadas na analise da reagéo
Fenton Classica. O tempo total de reacao antes da analise por CLAE foi de 30
minutos.

A analise dos cromatogramas dos subprodutos das reagdes tipo Fenton,
confirmaram a maior decomposi¢cao do farmaco na presenca de luz, conforme
Figuras 5.25 e 5.26.
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Figura 5.25: Cromatogramas sobrepostos do padrdo de metronidazol 10,31 mg L, edos

subprodutos da reagéo tipo Fenton e tipo Fenton irradiada, em 317 nm.

A Fig. 5.25 também evidenciou o surgimento de subprodutos da
degradacao incompleta do metronidazol em quantidades relativamente baixas. A
Fig 5.26 traz a ampliagdo dos cromatogramas apresentados na Fig.5.25,
evidenciando outros picos.

Os picos dos subprodutos podem ser visualizados antes e apds o pico
referente ao farmaco residual detectado em um tempo de retencido de 8,6
minutos. Cabe ressaltar, ainda, que na reagao tipo Fenton irradiada a degradagao
do farmaco foi de aproxidamente 100%, resultado similar ao obtido na reagéo

foto-Fenton homogénea.
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Figura 5.26: Cromatogramas sobrepostos dos subprodutos da reagéao tipo Fenton e tipo Fenton

irradiada, escala ampliada, em 317 nm.

O primeiro subproduto foi eluido em aproximadamente 7,1 minutos,
indicando ser um composto com caracteristica mais polar que o préprio farmaco,
sendo esse um comportamento tipico dos produtos hidroxilados de oxidacdo. Em
14,7 minutos foi detectado um composto de polaridade inferior ao do préprio
composto de partida, uma vez que apresentou um maior tempo de retencéo.
Outro fato relevante é que a area do pico em 7,1 minutos foi efetivamente superior
a area do segundo pico de subproduto em 14,7 minutos, isto sugere que na
reacao tipo-Fenton predomina a decomposi¢ao por oxidagao.

A reacéo tipo-Fenton usando ferro metalico € uma alternativa de tratamento
com grandes vantagens. O ferro pode ser removido facilmente, mediante
precipitacdo e/ou filtragem; isso facilita o descarte dos residuos, obedecendo a
Legislagdo para Emissao de Efluentes- Resolu¢do Consema n° 128 de 2006(10

mg L ™).
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5.3.3. Reacéao de reducao

Os estudos por espectrofotometria UV-VIS da degradagao do metronidazol,
apresentaram um impedimento, quando as reagdes aconteceram na presenga de
ferro, seja na forma de Fe® ou Fe*?, pois durante o processo de degradagéao
inevitavelmente surgiram os ions férricos, grandes interferentes na banda de
estudo. Assim, a eficiéncia de degradacdo do processo redutivo foi verificada
também por CLAE. A Figura 5.27 mostra os cromatogramas referentes a
degradacgédo do farmaco apos 30 minutos de reagado, usando ferro comercial e

solucao ferrosa.
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Figura 5.27: Cromatogramas sobrepostos dos subprodutos da reagéo de reduc¢ao usando 6,70 mg

L"em Fe*?, e na presenga de 2,8 mg em ferro, em 317 nm.
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Na analise da Figura 5.27, ficou demonstrado que, nas condigbes
empregadas, ndo ocorre degradacao efetiva do farmaco para as duas fontes de
ferro estudadas. As reagbes apresentadas na Figura 5.27 foram realizadas

também na presenca de radiagao UVA, conforme Figura 5.28.
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Figura 5.28: Cromatogramas da reagao de Foto-redugéo usando 6,70 mg L' em Fe™ ena

presenca de 2,8 mg em ferro, em 317 nm.

Na interpretagdao das Figs.5.28 e 5.29, observou-se a maior eficiéncia no
processo redutivo quando do uso de ferro elementar. Isto pode ser explicado pela
maior potencial de oxidacao deste, conforme Eqgs. 5.6 e 5.7, nas semi-rea¢des de

oxidacgao.

Fe? — Fe™ +2e E°=+ 0,440 V (5.6)
Fe? - Fe™ +e E°= - 0,771V (5.7)
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Nas Figuras. 5.28 e 5.29, observou-se também que o processo redutivo na
presenca de luz ultravioleta € mais eficiente, uma vez que a area do pico referente

ao metronidazol foi menor nos cromatogramas de pos-reacgdes fotos assistidas.
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Figura 5.29: Ampliagdo de cromatogramas sobrepostos dos subprodutos da reagéo de foto-

redugdo usando 6,70 mg L-1 em Fe+2, e na presencga de 2,8 mg em ferro,em 317 nm.

Nas reagdes redutivas, ndo foram observados os picos que surgiram nas
reacdes onde o ferro metalico foi utilizado como fonte de ions ferrosos para a
reacdo Fenton, vide Figura 5.26. Dessa forma, pdde-se concluir que os
subprodutos de degradacgéo por redugédo séo diferentes dos compostos gerados

pelo processo tipo-Fenton.

5.4. Influéncia do teor de ferro livre total na degradacdo do metronidazol

Nas reacdes Fenton, os ions ferrosos participam como catalisadores do

processo de decomposi¢cado do peroxido de hidrogénio, gerando radicais hidroxila.
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Shemer et al (2006) realizaram testes de decomposigdo do metronidazol usando
diversas faixas de concentracdo de ferro, sob forma de Fe™. As melhores taxas
de degradacao foram encontradas para maiores razoes Fe*?/metronidazol. Um
estudo dos teores de ferro em solugao foi realizado como forma de entender o
efeito da variagado desse elemento sobre a degradagdo do farmaco pelas reagdes

Fenton e tipo Fenton.

Os dados obtidos na analise por FAAS e CLAE, Tab. 5.1, indicaram que nas
reagdes onde o ferro é adicionado sob forma de solugéo ferrosa, obtém-se taxas
de remocao de metronidazol de 100%. Quando a solugao foi substituida trocada

pela adicao de Fe® comercial, as taxas de remogéo foram ligeiramente inferiores.

Tabela 5.1. Influéncia dos teores de ferro na degradagéo do metronidazol.

Reacé&o Fonte de Ferro r;aegrgg(znc:ien) Fe total (mg L™) 0%' ZZ;?;%Z%'O
Fenton Classico Fe 30 6.07 100,0
Foto-Fenton Classico Fe* 30 6,00 100,0
Tipo Fenton Fe’ (1,4mg) 30 1,31 66,5
Tipo Fenton Fe’ (2,8mg) 30 2,25 74,3
Tipo Fenton Fe° (5,6mgq) 30 3,80 84,9
Tipo Foto-Fenton Fe’ (2,8mg) 30 4,20 98,2
Reducao Fe’(2,8mg) 30 2,44 8,3
Reducso Fe* 30 6,30 0,9
Foto-Reducgéao Fe° (2,8mg) 30 4,68 30,7
Foto-Reduc&o Fe* 30 6,04 12,6
Foto-Reducéo Fe° (2,8mg) 180 7,50 92,0
Foto-Reducgéao Fe? (2,8mg) 360 17,00 98,7

* concentragdo de Fe*? de 6,70 mg L’

A reacao tipo Fenton com 2,8 mg Fe® apresentou degradacéo de 74,3% , o
que pode ser atribuido as menores concentracdes de ferro total livre em solucéao,
esse dado € coerente com a literatura. Nos processos tipo Fenton, pdde-se
evidenciar que um aumento na quantidade de ferro inicial adicionado influencia na

eficiéncia da reacado. A remocao de farmaco foi proporcional ao aumento do ferro
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adicionado, de 1,4 mg a 5,6 mg em Fe® o aumento foi 66,5% para 84,9%, no

mesmo tempo reacional, conforme Tabela 5.1 e Fig. 5.30.
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Figura 5.30: Influéncia do teor de ferro livre na decomposigéo do metronidazol, pH de 3,510,2.

Na analise da Fig.5.30, péde-se determinar ainda que o tratamento tipo
Foto-Fenton pode degradar totalmente o farmaco, bem como apresenta os
menores teores de ferro livre. Além disso, todos os tratamentos empregaram
teores de ferro inferiores ao determinado pela Resolugdo n° 128/06 do Consema
para aguas residuais (10 mg.L”' em Fe), exceto a reacdo de foto-reducdo com 360
minutos de duragdo, onde a quantidade de Fe total liberado foi de 17 mg.L™", vide
Tab.5.1.

Os teores de farmaco degradado foram menores nas reducgdes, como
apresentado na Tab 5.1; além disso, esse processo empregou 0s maiores teores
de ferro livre, sendo que a presenca de luz UVA melhorou o desempenho do
tratamento. Nesse sentido, a melhor condicdo de redugdo foi com Fe’ e

irradiagao, com teores de degradacao de 30,7% em 30 minutos de reagéo.
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Sendo que apos 360 minutos- 98,7% do metronidazol se degradou. As
reacbes Fenton e tipo Fenton que ocorreram sob radiagdo UVA foram mais
promissoras, 0 que corresponde a estudos de literatura que indicam que a
presenca de luz UV regenera os ions ferrosos, conforme Eq. 5.8, potencializando

a reacgao Fenton.

Fe™+H,0 +hv > Fe™+ 'OH +H* (5.8)

Outro aspecto importante € a possibilidade de degradagéo do metronidazol,
usando um outro caminho de reacgao através de redugdo. A Figura 5.31 apresenta
um grafico comparativo entre os processos redutivos, usando como fonte de ferro
o Fe™ (inicial adicionado 6,70 mg.L™") e Fe°® (inicial de 2,8 mg de solido

adicionado), todas as reagdes tiveram tempo total de 30 minutos.
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Figura 5.31: Influéncia do tipo de ferro na decomposi¢do do metronidazol pelo processo de

reducao, fonte Fe’(quadrado) e fonte Fe*¥(circulos).

A interpretagédo da Figura 5.31 demonstra a maior eficiéncia na degradagao

por redugdo do metronidazol quando do uso do Fe’. Ainda que a concentragdo de
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ferro livre fosse superior quando Fe* foi adicionado (6,04 e 6,30 mg.L"), essas
reacoes tiveram desempenho inferior para a remocgao do farmaco, em relagcao aos

processos com Fe’(2,44 e 4,68 mg.L™).

5.5. Andlise dos subprodutos

5.5.1. Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detec¢do DAD

A degradagao do metronidazol nos processos Fenton e Foto-Fenton; bem
como na reacgao tipo Fenton irradiada foi eficiente, conforme valores de remogéao
percentual apresentados na Tabela 5.1. Em virtude dos picos que surgiram nos
cromatogramas das Fig. 5.14 e 5.15, foi realizada a analise dos subprodutos das
reacoes Fenton e tipo Fenton apés um tempo de 30 minutos em sistema HPLC-
DAD, buscando identificar esses compostos. A Figura 5.32 traz o espectro

tridimensional do padréo de metronidazol na concentragéo de 10,0 mg L™.
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Figura 5.32: Espectro tridimensional do padrao de metronidazol, concentragao de 10,0 mg L™



83

Na Fig. 5.32, péde-se compreender que o farmaco apresentou tempo de
retencdo de aproximadamente 9 minutos, sendo que ndo existiram outros picos
interferentes nesse espectro.

O espectro da Figura 5.33 pertence aos subprodutos de degradagao do
metronidazol, apos a reacdo Fenton classica. Nesse espectro ficou evidente a
inexisténcia do farmaco, porém se observou a presenca de uma mistura de

compostos.
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Figura 5.33: Espectro tridimensional dos subprodutos da reagcéo Fenton classica.

Esses subprodutos foram eluidos rapidamente, o que demonstrou suas
caracteristicas predominantemente polares. Outro fator relevante foi a inexisténcia

de subprodutos apolares em relacdo ao metronidazol, pois acima de 10 minutos



84

nao apareceram outros picos. Na Figura 5.34 é retratado o espectro 3D dos

subprodutos resultantes da reacao tipo foto-Fenton.

Intensity
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16000

10,000

5.000

Figura 5.34 Espectro tridimensional dos subprodutos da reacgao tipo foto-Fenton.

Os dados demonstrados pelos espectros revelaram que os subprodutos da
reacao Fenton classica e tipo Foto-Fenton sdo semelhantes, sendo que ambos
absorveram no UV baixo, apresentando caracteristicas polares; além disso, estas
moléculas formam uma mistura complexa e de dificil separagdo. Outro aspecto
relevante observado nas analises foi a presenca de subprodutos diferentes
quando a degradacédo do farmaco é incompleta e comparando as duas vias
reacionais distintas: tipo Fenton (30 minutos de reacédo) e foto-reducéo(180

minutos de reagao), conforme Figura 5.35.
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Figura 5.35: Espectro tridimensional dos subprodutos da reagao tipo Fenton (esquerda), e dos subprodutos para a reacao de foto-redugao com Feo(direita).
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Através da interpretacdo dos espectros da Fig. 5.35, péde-se avaliar que os
subprodutos da redugao e da reacgao tipo-Fenton foram bastante diferentes. No
espectro a esquerda, se observou a presenga dos compostos tipicos de oxidacao,
como os derivados hidroxilados com baixo tempo de retencdo na fase reversa;
para o espectro da direita isto nao foi verificado. Conforme dado de literatura Roy
et al (2003), o meio acido em presencga de oxigénio e Fe® favorecem a formagéo
de peroxido de hidrogénio, iniciando o processo Fenton.

Nesse sentido, esperava-se que os subprodutos das reacgdes Fenton e tipo
Fenton fossem semelhantes aos dos processos redutivos; entretanto isto nao foi
verificado. Conforme Figs. 5.34 e 5.35, os subprodutos desses processos sao
diferentes, isso sugere que nas redugdes predominou o ataque do ferro sobre a
matéria organica reduzindo a mesma. Pbéde-se salientar ainda, que a reagao de
reducdo € menos eficiente para a degradagdo, uma vez que a area do
metronidazol foi maior para esses espectros, apesar o tempo reacional ser

superior ao do processo Fenton.
5.5.2. Cromatografia I6nica

O estudo dos subprodutos por cromatografia ibnica foi realizado como
ferramenta de identificacdo dos ions resultantes da decomposi¢cdo do farmaco. A
Tabela 5.2 expressa a concentragdo dos principais anions organicos e inorganicos

resultantes na decomposi¢ao do metronidazol.

Tabela 5.2. Teores de em mg L™ dos anions organicos e inorgénicos, apds as reacgdes de

degradagao do metronidazol, 30 minutos de reacao.

Concentragédo em mg Lt

Amostra '?grnrtoe Nitrato | Nitrito | Acetato | Formiato de()/:nz'?rrgr?i%ic;ol
Fenton classica Fe*? 6,18 <LD 0,71 0,65 100,0
Foto-Fenton classica | Fe™? 5,13 <LD <LD 0,56 100,0
Tipo Fenton Fe® 4,61 0,14 2,18 0,29 74,3
Tipo Foto-Fenton Fe® 507 | <LD | 1,79 1,05 98,2
Foto-Reducao Fe*? 246 | 0,23 1,51 0,41 12,6
Foto-Reducao Fe® 1,84 | 0,43 1,78 0,33 30,7
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Na Tabela 5.2, pdde-se observar que apds as reagdes foram liberados
anions organicos, com destaque para o formiato que esteve presente em todos os
subprodutos analisados. A presencga de ions oxalato nao foi relatada em nenhuma
das amostras. Os teores de nitrato liberados foram proporcionais ao aumento da
remogao do metronidazol.

Com base em calculos estimou-se a concentragdo final de nitrogénio nos
subprodutos, caso toda a molécula de metronidazol fosse rompida, promovendo a
mineralizagao total em relagdo ao nitrogénio, ver Figura 3.2. O valor calculado
para a liberagao total dos nitrogénios da molécula sob forma de nitrato e nitrito foi
de 2,53 mg L' em N, em uma concentracdo inicial de 10,0 mg L’ em
metronidazol. A Tabela 5.3 destaca os valores calculados das quantidades em N,

obtidas a partir cromatografia ibnica.

Tabela 5.3. Concentragdo em mg L™ de N calculado, apos as reacgOes de degradagdo do

metronidazol.

N total em % Remocao

Reacao Fonte de Ferro | solucdo (mg L™)? metronidazol
Fenton classica Fe" 1,62 100,0
Foto-Fenton classica Fe*? 1,16 100,0
Tipo Fenton Fe® 1,08 74,3
Tipo Foto-Fenton Fe° 1,14 98,2
Foto-Reducéo Fe® 0,57 30,7
Foto-Reducdo Fe*? 0,62 12,4

a : valores calculados com base na concentracdo de NO; e NO, indicada na Cl

A andlise das Tabelas. 5.2 e 5.3, demonstra que nas reacdes Fenton e tipo
Fenton o ataque a molécula foi mais efetivo, pois os valores em nitrogénio total
foram superiores aos obtidos nas reducgdes; entretanto nenhuma das reacdes
listadas promoveu a mineralizagédo total dos nitrogénios presentes na molécula,

com a conversdo total a 2,53 mg L em nitrito e nitrato. Na reacdo Fenton, em
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torno de 64% do nitrogénio proveniente do metronidazol foi convertido a nitrato e

nitrito; sendo essa condigao a mais favoravel em termos de mineralizagdo dos N.

5.6. Ensaios de toxicidade com os subprodutos

Os ensaios de toxicidade foram realizados com as amostras onde se
verificou a degradagao completa do farmaco. Esse procedimento foi feito com o
intuito de analisar a toxicidade dos meios reacionais e dos subprodutos de reacao,
sem a possivel interferéncia de farmaco residual. As analises foram realizadas
como forma de determinar a faixa média do CEsg. Os organismos foram
colocados em contato com varias faixas de diluicdo dos subprodutos da reacéo
Fenton classica, tipo Fenton e reagdo de reducédo. Todas as amostras reagiram
sob luz UV, sendo os processos fotos irradiados. Salienta-se que tempo total dos
tratamentos Fenton foi de 30 minutos e das reag¢des de reducao com total de 360
minutos. A tabela 5.4 apresenta os resultados dos ensaios de toxicidade

realizados.

Tabela 5.4. Avaliagdo da toxicidade de amostras sintéticas apds tratamento de decomposig¢éo do

metronidazol para Daphnia Similis, em 48 horas.

Amostra Elementos presentes faixa CEsg
Metronidazol 10 mgL" |  ceeeeeee 48 — 73%
Meio reacional Fenton H,0,, Fe*e Fe™ 64 —81%

Subprodutos reagdo Fenton H,0,, Fe™ e Fe*®, subprodutos® 64 — 79%
Meio reacional tipo Fenton H,0,, Fe*? e Fe™ 95%>2
Subprodutos reagao tipo Fenton H,0,, Fe*? e Fe™ subprodutos® 65%°
Meio reacional redugéo Fe?e Fe™ 68%°
Subprodutos reagéo redugdo Fe?e Fe"™ subprodutos® 64%"°

2 valor de uma medida ; °: subprodutos Fenton e tipo Fenton; °: subprodutos de redugdo
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Os valores do CEsy mostraram que, apds os processos de tratamento, as
toxicidades foram semelhantes. Os produtos das reagdes Fenton, tipo Fenton e
reacoes de reducio tiveram valores de CEso muito proximos.

As faixas de CEsp indicaram que os tratamentos ndo produzem
subprodutos mais toxicos que o proprio metronidazol, pois ndo houve diminuigao
no valor do CEsp, indicativo de que a toxicidade aumentou. Esses resultados sao
relevantes, na medida em que dados de literatura relatam que apds processos de
degradacgdo, os compostos resultantes do farmaco sdo mais nocivos que o
mesmo, Sanchez-Pdlo (2009); Sanchez-Pdélo (2008).

Os meios reacionais utilizados nos processos Fenton n&o apresentaram
toxicidade significativa, uma vez que, também ficaram préximos aos valores do
CEsp das amostras ap6s tratamento. A limitacdo desse estudo foi a interpretacao
dos dados, pois os valores de toxicidade encontrados para as amostras sao
relativamente semelhantes aos do meios reacionais e, assim a toxicidade
resultante poderia ser atribuida ao proprio meio inerente a cada tratamento.

Conforme dados da Agéncia de Protecado Ambiental Americana-EPA, ferro
e peroxido de hidrogénio apresentaram toxicidade para Daphnids, mesmo em
baixos niveis. Foi relatada toxicidade aguda de Fe*? na forma de sulfato para
Daphnia magna com CEsy de 7,2 mg L™; para Fe** na forma de cloreto CEs, de
5,9 mg L™ Cabe ressaltar ainda que o perdxido de hidrogénio também apresentou
toxicidade para Daphnia magna com CEsy de 2,3 mg L. Esses dados reforcam
que os valores de CEsp encontrados apds os processos de tratamento ndo podem
ser relacionados exclusivamente aos subprodutos de degradagéo do farmaco.

Nas amostras da Tabela 5.4, o ferro total livre nao foi precipitado ou
eliminado. Esse procedimento foi adotado para que a amostra resultante dos
tratamentos fosse o mais proxima de um efluente logo apds reacédo de
degradagdo. Portanto a toxicidade apresentada pelas amostras também tem a
contribuicdo do sinergismo entre os subprodutos com o ferro livre, além do

perdxido de hidrogénio residual nas reagdes Fenton e tipo Fenton.
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Para o composto em estudo a faixa de toxicidade foi de 4,8 a 7,5 mg L.
Esses teores estdo acima dos valores encontrados em amostras ambientais;
normalmente na faixa de ng L' (Rosal et al, 2009); entretanto, estudos da
ecotoxicidade do metronidazol sdo escassos, e ensaios especificos com Daphnia
similis, praticamente inexistentes. Nesse sentido, os dados apresentados
demonstraram que o composto apresenta toxicidade sobre estes organismos, o
que reforgca a importancia do estudo desse parametro sobre os processos de
tratamentos envolvendo o farmaco metronidazol.

Com base na Resolugao Consema n°129/2006, legislagcao estadual vigente
que define padrées de emisséo para toxicidade de efluentes liquidos, os padrdes
sao definidos caso a caso, baseados na vazao do efluente e do corpo receptor.
Nessa norma € enfatizada a necessidade de ensaios agudos com organismos de,
pelo menos, trés niveis tréficos para se estabelecer o padrdo de emissao. Nesse
sentido, o conhecimento do efeito dos efluentes contendo metronidazol ganha
importancia, principalmente para efluentes hospitalares, na medida em que a
legislagdo estabelece prazos para a adequagao das instituicdes, sendo que
alguns tipos de empreendimento tém prazo até novembro de 2010 para se

adequar a legislagéao.
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6. CONCLUSOES

Na analise das reagbes Fenton classicas, verificou-se que a degradagéao do
metronidazol ocorre nas condigbes adotadas. A reagdo Fenton na presenga de
radiacdo UVA apresentou comportamento semelhante ao da reagdo sem
radiacdo. Uma nova ferramenta de degradagdo do metronidazol foi viabilizada,
usando como fonte de ions ferrosos, uma pequena quantidade de Fe® comercial,
de baixo custo e facil remogao, conseguindo degradagao de praticamente 100%
no processo tipo foto-Fenton, com tempo total de 30 minutos de reagéo.

Nas reacdes de reducdo do composto, em presenca de Fe’, os tempos
reacionais para a remocado completa do metronidazol foram superiores aos
processos oxidativos, com total de 360 minutos. Para esses tratamentos houve
uma grande liberacdo de ferro para a solugédo, em virtude do longo tempo para
degradacdo; com concentracdo final de Fe livre de aproximadamente 17 mg L™
Esse valor é superior ao padrdo de emissao para efluentes estabelecidos pela
legislagdo vigente; assim os processos oxidativos apresentaram as melhores
degradagbes, usando concentragbes de ferro inferiores a estabelecida na
legislagao.

A degradacao do metronidazol foi avaliada em amostras sintéticas, e se
verificou que a técnica de espectrofotometria de UV-VIS é insuficiente para
acompanhar as reagdes quando na presenga de ferro. Assim, técnicas analiticas
complementares e seletivas, como a cromatografia liquida de alta eficiéncia,
devem ser adotadas para verificagcdo da remocido do farmaco. A avaliagdo da
toxicidade realizada com Daphnia similis revelou que os processos de
decomposi¢cdo geram subprodutos com toxicidade semelhante ou inferior ao do
farmaco.

Os dados analiticos, concomitantemente, com testes de toxicidade indicam

que os processos aqui propostos foram eficazes no tratamento desse farmaco,
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pois os dados de literatura indicam que, geralmente, os subprodutos dos

tratamentos sdo mais toxicos que o proprio metronidazol.
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7. PROPOSTAS PARA TRABALHOS FUTUROS

- A proposta deste trabalho foi avaliagdo da capacidade das reacgdes
Fenton homogénea e heterogénea na degradacdo do metronidazol. Concluiu-se
que os processos sdo eficientes; entretanto ndo houve tempo habil para o
emprego desses processos em amostras reais de efluentes, sobretudo de aguas
residuais provenientes de hospitais, grandes emissores desses compostos.
Assim, propde-se o uso dessas reagdes como ferramenta de tratamento desses

efluentes.

- Outra indicagao seria o estudo do comportamento de solugdes contendo o
farmaco metronidazol sob forma de comprimido, mediante os POAS abordados

neste trabalho.

- A otimizacao de técnicas analiticas para a determinagao dos subprodutos
se configura em uma nova perspectiva de pesquisa; uma vez que, em virtude da
complexidade da mistura de moléculas, ndo foi possivel, até este momento

identificar todos os compostos oriundos da decomposicao do farmaco.

- Em virtude das propriedades mutagénicas do farmaco, estudos futuros
devem incluir analises de toxicidade, como forma de conhecer o comportamento
dos subprodutos no meio ambiente. A realizacido de ensaios de toxicidade com
organismos de outros niveis troficos além dos crustaceos, como peixes e algas, é

necessaria.

- Realizacédo de estudos de genotoxicidade também deve ser considerada

para esse farmaco e seus subprodutos de tratamento.
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ANEXO A

Carta de aprovacdo do Comité de Etica para Uso de Animais da PUCRS-

CEUA para os ensaios de toxicidade realizados com Daphnia similis.



