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RESUMO

Os farmacos sdo moléculas complexas, com propriedades biol6gicas e fisico-quimicas
diferentes, sendo importantes e indispensaveis, tanto na medicina humana e veterinaria, como
na agricultura e aquicultura. Apesar das baixas concentracdes de antibidticos lancados no
meio ambiente, tanto pela cadeia produtora, como pela cadeia consumidora (uso humano e
veterindrio) essas substancias sdo continuamente introduzidas no ambiente, sendo dispersas e
levando ao aumento da resisténcia bacteriana em diferentes meios. As classes de antibidticos
possuem diferentes propriedades quimicas, como solubilidade em &gua, pH do meio,
volatilidade, e potencial de sor¢do que influenciam no seu comportamento no meio ambiente.
A presente pesquisa objetiva investigar a biodegradabilidade de um efluente da indUstria
farmacéutica, gerado na linha de producdo de amoxicilina e sua degradagao por meio de um
processo oxidativo avancado, especificamente o reagente de Fenton. O estudo compreendeu
na caracterizacdo do principio ativo amoxicilina e de trés efluentes da producdo em batelada
do medicamento. Foram realizadas duas baterias de ensaios de biodegradabilidade aerdbia na
solugdo aquosa de amoxicilina e em 01 efluente in natura e no mesmo efluente enriquecido
com amoxicilina; utilizando um inéculo de uma Estacdo de Tratamento de Efluentes
Industriais (ETEI) de origem farmacéutica, e outro indculo coletado no tanque de aeracédo de
uma Estacdo de Tratamento Sanitario (ETE) com lodos ativados. Fez-se também o estudo de
degradacdo por meio oxidativo utilizando reagente de Fenton, ocorrendo formacdo de
precipitados durante essa etapa. O comportamento dos inéculos mostrou-se bastante diferente
para biodegradar a amoxicilina e os efluentes in natura. A biodegradabilidade dos efluentes
enrigquecidos indicou que a carga organica biodegradavel pode camuflar a sua degradacdo. Os
efluentes apresentaram alta variabilidade em suas concentragdes de carbono organico total
(COT) e na taxa de degradacdo com reagente de Fenton. No estudo de degradacdo oxidativa
avancada da amoxicilina obteve-se uma taxa de degradacdo de 60% de COT, e nos

precipitados identificou-se a sor¢cdo da amoxicilina.

PALAVRAS-CHAVE: Amoxicilina, Efluente da induUstria farmacéutica, Processos

Oxidativos Avancados, Biodegradabilidade Aerdbia
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ABSTRACT

Pharmaceuticals are complex molecules with different biological and physicochemical
properties. That is vital not only for human and veterinarian medicine but also in agriculture
and aquiculture. Despite the low concentrations of antibiotics released in the environme nt,
both by the producers and by the consumers (human and veterinarian use) these substances
are introduced continuously in the environment, where they disperse and allow an increase in
bacterial resistance in different settings. Classes of antibiotics have many chemical properties
as water solubility, pH, volatility, sorption potential which influence in their behaviour in the
environment. This research aims to investigate the biodegradability of a pharmaceutical
wastewater generated in the production line of amoxicillin and its degradation by advanced
oxidation process, specifically the Fenton's reagent. This study involved the characterization
of active amoxicillin and of three effluents from the drug’s production batches. There were
two batteries of tests of aerobic biodegradation on the amoxicillin and in 01 effluent fresh and
later enriched with amoxicillin, using an inoculum of a Industrial Effluents Wastewater
Treatment from pharmaceutical source, and another from a sanitary sewage treatment. The
study of oxidative degradation using Fenton's reagent was also made, occurring the formation
of precipitates during the oxidative process. The inoculum behaviors proved to be quite
different while degrading the amoxicillin and the fresh effluents. The enriched effluents’
biodegradability indicated that biodegradable organic load can mask its degradation. The
effluents showed high variability in their COT concentrations and in their degradation rate
with Fenton reagent. On the amoxicillin’s oxidative degradation study we obtained a 60%

degradation rate, and it was found that adsorption of amoxicillin occurred in the precipitates

KEY WORDS: Amoxicillin, Pharmaceutical industry effluents, Advanced Oxidative
Processes, Aerobial Biodegradability
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1 INTRODUCAO

O consumo de antibidticos no mundo é significativamente alto, tanto para uso humano como
para uso Veterinario. Os antibidticos sdo uma classe de farmacos importante, sendo
responsaveis pelo aumento da expectativa de vida dos humanos, a partir de meados do século
XX, bem como o aumento da producdo de alimentos de origem animal como carne, peixes,

leite e ovos, pelo uso profilatico e emtratamento em toda a cadeia produtora de alimentos.

Os antibiéticos possuem caracteristicas quimicas diversas, e sdo escassas as informacdes
sobre seus efeitos no ambiente. Ainda ndo existe regulamentacdo para novos produtos
farmacéuticos, de cuidados pessoais e seus subprodutos presentes em aguas para consumo e
em efluentes industriais e domésticos. (EPA, ANVISA, 2010) Os avancos tecnoldgicos e
industriais superam as praticas de regulamentacdo em todo o mundo, levando ao langcamento
de novos poluentes em diferentes escalas de concentracdo no meio ambiente. A Agéncia de
Regulamentacdo de Drogas e Alimentos do EUA (FDA - U. S. Food and Drug
Administration) requer apenas ensaios ecologicos e avaliagdo de farmacos quando a
concentragdo ambiental for superior a 1 pg/L. (BOLONG et al, 2009).

No Brasil, a resolucdo RDC 44, 26/10/2010 da ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria) (ANEXO 1) passou a restringir a prescri¢do e venda de antibidticos, com retencdo e
validade das receitas. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) mais de 50% das
prescricdes de antibioticos no mundo sdo inadequadas. No segundo semestre de 2010
ocorreram, no Brasil, surtos de bactérias produtoras da enzima KPC (Klebsiella pneumoniae
carbapenemase), levando a algumas mortes. Essa enzima pode ser produzida por
enterobactérias, que confere as bactérias uma resisténcia ainda maior aos antibidticos,

podendo inativar a agdo de penicilinas, cefalosporinas e monobactadmicos (ANVISA, 2010).

Os dados obtidos junto ao Ministério de Desenvolvimento, Industria e Comeércio mostram que
0 Brasil importou em torno de 71 milhdes de ddlares (= 1,7 t) em medicamentos com o
principio ativo das penicilinas naturais e seus derivados e cerca de 174,5 milhGes de dolares
(= 1,6 t) em compostos com o principio ativo das cefalosporinas e cefamicinas naturais e
semi-sintéticas, no periodo entre 2002 e 2007 (MARQUES, 2010). De acordo com a pesquisa
de Elander (2003), o mercado mundial de antibioticos p-lactdmicos situa-se na faixa de 15

bilhdes de dolares, o que corresponde a 65% do mercado global de antibioticos. Desse valor,
1
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cerca de 5 bilhdes de dodlares sdo devidos as penicilinas e 10 bilhGes de dodlares as
cefalosporinas e cefamicinas. A induUstria farmacéutica brasileira, geralmente, importa 0s
principios ativos dos atuais polos de producdo como india e China, para a formulagio dos
medicamentos nas dosagens usadas pela medicina humana e veterinaria (PALMEIRA FILHO
e PAN, 2003).

As indUstrias farmacéuticas geram efluentes com concentracBes residuais dos produtos
sintetizados e/ou envazados, juntamente com o0s solventes utilizados nos processos e seus
produtos intermediarios, 0s quais podem apresentar caracteristicas de ndo biodegradabilidade,
e toxicidade para 0 meio ambiente (MASCOLO et al, 2010).

Os antibidticos sdo compostos polares, ndo volateis, com estruturas quimicas e reacGes de alta
complexidade. Possui, em suas estruturas quimicas, um grande numero de grupos funcionais,
como o acido carboxilico, amida, amina, alcool, cetona, enol, fenol, tiazol, nitro composto,
derivados halogenados, sulfonamida entre outros, caracterizando uma grande atividade
quimica e bioldgica dessas substancias. Na figura 1 estdo algumas estruturas quimicas das
familias de antibidticos. A presenca desses grupos funcionais propicia interagdes por
processos de adsorcdo ou complexacdo, dependendo das condi¢bes do meio, como pH,
potencial redox, presenca de cations e anions. Por isso podem permear o solo sendo carreados
para as aguas subterraneas, e com isso atingir os rios, expondo tanto 0s organismos aquaticos
como 0s UsUArios dessa agua a esse tipo de contaminagdo (CASTIGLIONI, et al., 2004). Os
efeitos causados por esses micropoluentes no meio ambiente sdo funcéo de: concentragdo no
ambiente, lipofilicidade, persisténcia, bioacumulagdo, tempo de exposi¢do, mecanismos de
biotransformacdo e de excrecdo. Ocorrem biotransformacdes de algumas substancias
presentes no meio ambiente, formando subprodutos igualmente ou até mais danosos que 0s
compostos originais (KRAUSE, 2009)
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Penicilinas Tetraciclinas

R—ED—NHIr” CH;

O
COOH
Quinolonas Ciprofloxacina
Y
k/N N
| OH
F
0 0

Figura 1: Formula geral de familia de alguns antibioticos, onde R indica radicais diferentes
Fonte: (PubChem, 2010)

A estrutura quimica das penicilinas esta apresentada na figura 2, com a indicagé@o de pontos de
substituicdo R, utilizado para a sintese dos diferentes tipos de antibidticos p-lactdmicos. O
substituinte R apresentado na figura 2 leva a sintese da amoxicilina (AMOX). AMOX é um
dos antibidticos mais amplamente utilizados na medicina humana e veterinaria. E uma

penicilina semi-sintética com a presenca do anel B-lactamico que inibe a sintese das paredes
celulares das bacterias (figura 3).

Estrutura geral das penicilinas R1 da amoxicilina
R1 — substituinte do dife rentes antibioticos
H H St
_-N T
H| \ 3 3 ’_,"
[1]2)<
B 0]
A HO

{h -"'-:;}
COOH
1 - B-lactdmico

2 - Anel tiazolidinico

Figura 2: Estrutura geral das penicilinas
Fonte: PubChem, 2010
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Estrutura quimica da Amoxicilina

NH CAS: 26787-78-0

’ C16H19N305S
Ng Peso Molecular: 365,4042 g.mol™*
HO —'|:><sz Hidrogénio doador: 4
V

H Hidrogénio receptor: 6
3
> CAS:61336-70-7
/~=0 Ci16H19N305S.3H,0

Nome (IUPAC): (2S,5R,6R)-6-[[(2R)-2-amino-2-(4-hidroxifenol)acetil-amido]-3, 3-
dimetil-7-ox0-4-tia-1-azabiciclo[ 3.2.0] heptano-2-acido carboxilico

Figura 3: Estrutura quimica da amoxicilina
Fonte: PubChem, 2010

Os antibidticos B-lactamicos possuem a estrutura basica formada pelo anel B-lactdmico ligado
ao anel tiazolidinico, identificados na figura 2. Na figura 4 estdo apresentadas as estruturas da
penicilina G ou benzilpenicilina (PEN G) e a ampicilina (AMP), que possuem pequenas

diferencas em relacédo a estrutura quimica da AMOX.

NS T

Amoxicilina —

H
N H
'\.\x/.__.!""
-/_, — N '—-._\_:,_-"z ",
. :

Figura 4: Estrutura quimica da Penicilina G e Ampicilina
Fonte: PubChem, 2010

Diversas pesquisas enfocam a degradacdo apenas de solugdo aquosa de amoxicilina (AY e
KARGI, 2010, HOMEM et al., 2010; KLAUSON, et al.,, 2010), sendo que Trovd e
colaboradores (2011) avaliaram sua degradacdo em efluentes sanitarios ap6s o

enriquecimento coma adi¢do do principio ativo AMOX.
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Nessa pesquisa buscou-se estudar a degradacdo da amoxicilina, caracterizando-a,
posteriormente investigando sua biodegradabilidade e sua degradacéo por reagente de Fenton.
Nesse trabalho foram investigados um efluente real de uma inddstria farmacéutica, e um
efluente sintético preparado a partir de solugcdo aquosa de amoxicilina, no intuito de estudar
diferentes concentragdes e eliminar interferentes. Os efluentes reais (linha de penicilamicos da
indUstria farmacéutica) apresentam concentracdes baixas, na ordem de ng. L™ ou pg. L, o
que torna relevante o seu estudo, uma vez que baixas concentragdes no meio ambiente podem

resultar no desenvolvimento de microrganismos resistentes.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Caracterizar a degradacdo do antibiotico amoxicilina em efluente real e sintético em solugéo
aquosa através de Processos Oxidativos Avangados, utilizando o reagente de Fenton e por

processos bioldgicos aerébios.

2.2 Objetivos especificos

e Investigar a performance de degradacdo da amoxicilina em solucéo aquosa por

processos oxidativos avancados utilizando reagente de Fenton;

e Investigar a ocorréncia de sorcdo de amoxicilina em hidroxidos de ferro

formados durante o tratamento por Fenton, antes da etapa de neutralizacéo;

e Investigar os intermediarios formados durante o tratamento por processo

Fenton;

e Avaliar a degradacdo do efluente real da linha de producdo da industria

farmacéutica, por reagente de Fenton;

e Avaliar a biodegradabilidade aerébia de amoxicilina e efluentes reais da linha

de producdo da indUstria farmacéutica.
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3 REVISAO DA LITERATURA

Os farmacos sdo moléculas complexas, com diferentes grupos funcionais, e possuem
propriedades bioldgicas e fisico-quimicas distintas, sendo importantes e indispensaveis, tanto
na medicina humana e veterinaria, como na agricultura e aquicultura. Estas substancias
possuem caracteristicas persistentes, pois devem manter suas propriedades quimicas o tempo
necessario para atuarem no tratamento terapéutico. Estdo presentes no ambiente aquatico em
concentracdes entre mg.L ™! e ng.L™t (BOXALL et al., 2003; KUMMERER, 2009a). A grande
maioria  possui  caracteristicas  lipofilicas, apresentando, freqlentemente, baixa

biodegrabilidade no ambiente, levando a bioacumulagao e persisténcia.

A eliminacdo dos farmacos do meio ambiente ocorre pelos processos naturais de
biodegradacdo e de degradacdo abidtica. Muitas drogas ndo sdo biodegradadas em matrizes
ambientais e nos sistemas de tratamento de esgotos, sendo lancadas nos corpos hidricos
(HALLING-SORENSEN et al., 1998). A degradacdo abidtica do fadrmaco, promovida pela
absorcdo da radiacdo solar ou pela reacdo com espécies reativas fotoquimicamente geradas
(*OH, <OOH, etc.), poderia ser o processo de eliminacdo dominante, no entanto, as
persisténcias destes residuos no ambiente aquatico indicam que esses processos naturais de

eliminag&o ndo tém sido eficientes para remové-los (ANDREO ZZI et al., 2004).

A preocupacdo com a presenca de produtos farmacéuticos decorre de sua persisténcia
quimica, resisténcia microbiana, e efeitos sinérgicos, que levam as implicacdes toxicoldgicas.
Apesar das baixas concentracgdes, presentes nos efluentes o langamento desses sem tratamento
podem provocar efeitos adversos na vida aquatica, causando danos tanto a saude humana

como a ecologia aquatica (ONESIOS, et al., 2009).

O tratamento de compostos residuais nos efluentes gerados pela indlstria farmacéutica é
complexo e dependente dos processos de produgdo. Efluentes com altas fracOes de carbono
facilmente biodegradaveis (como os solventes e excipientes) e quantidades baixas desses
compostos organicos recalcitrantes (principios ativos dos farmacos) levam a um acimulo de
compostos organicos ndo-biodegradaveis, em baixas concentracdes, no ambiente. Tem-se
estudado a utilizacdo de processos de tratamento quimico para a remoc¢do de farmacos dos
efluentes industriais, utilizando os processos oxidativos avancados (POA), que possuem
eficiéncia na remocdo de contaminantes organicos refratarios, apesar de limitacdes em sua
aplicacdo para sistemas de grande escala devido aos custos muitas vezes considerados

elevados. Esses estudos focam farmacos em solucdo aquosa, efluentes sintéticos ou
7
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enriquecidos (COELHO, 2008; LONGHIN, 2008; SIRTORI et al., 2009, MASCOLUO, et al.,
2010, TROVO, 2011). Esses pesquisadores obtiveram uma redugdo na carga organica e na
toxicidade das amostras estudadas apds a etapa de tratamento com processos oxidativos
avancados. Para Mascolo (2010) a adocéo de testes padrdes de biodegradabilidade associado a
determinacdo, nas fracdes, dos produtos de degradacdo por cromatografia liquida com
deteccdo por espectrometria de massas (LC/MS) possibilita estabelecer a potencial taxa de
biodegradacéo, principalmente nos estudos de efluentes onde substancias refratarias podem
ser mascaradas pelas fracdes maiores dos compostos biodegradaveis. Na pesquisa de Trovd
(2011) foram identificados os produtos de degradacdo que foram formados durante processos
de foto-Fenton. Esses compostos intermediarios eram responsdveis pela toxicidade durante o
tratamento, sendo essa toxidade reduzida apos etapa de irradiagdo em um simulador solar com

intensidade luminosa de 250 W.m™.

3.1 Farmacos no meio ambiente e impactos ambientais

Muitos pesquisadores focam na persisténcia, bioacumulagéo e toxicidade dos poluentes, que
podem afetar toda a cadeia alimentar. Em consequéncia houve reducdo de uso ou banimento
de algumas substancias, como dioxinas, PCBs, e pesticidas organoclorados, sobre as quais
ndo existem duvidas sobre sua toxicidade ou perigo para a vida. Os farmacos, no entanto, sao
continuamente lancados ou dispersos no meio ambiente, em baixas concentragdes, tanto pelas
indUstrias produtoras como pelo consumo humano e veterinario. Os dados sobre o destino,
mecanismos de transporte, e efeitos da exposicdo aos farmacos, seus metabdlitos e produtos
de degradacdo no meio ambiente sdo excassos, apesar da alta taxa de utilizacdo. Esses
farmacos, principalmente a classe de antibioticos podem afetar o crescimento, a reproducdo e
o desenvolvimento dos organismos presentes no ecossistema (HIRSCH et al, 1999; GARCIA-
GALAN, et al., 2008, SANDERSON e THOMSEN, 2009).

O lancamento de efluente contendo antibidticos, em geral, podem levar ao desenvolvimento
de bactérias patogénicas resistentes, alterando a estrutura da comunidade microbiana na
natureza, e afetando as bactérias suscetiveis. A maior rota de exposicdo, tanto para 0s
humanos como para animais, é ingerindo farmacos através dos alimentos ou dgua, o que pode
levar a bioacumulacdo e biomagnificacdo, especialmente em direcdo as espécies no topo da
cadeia alimentar. Os farmacos ndo necessitam ser persistentes para apresentarem toxicidade,
uma vez que sdo liberados de forma continua para 0s ecossistemas aquaticos, atraves do
langamento de efluentes das ETE nos cursos d’aguas. Ainda assim, a persisténcia de alguns

compostos em organismos pode ser comprovada, como o triclosan, antibacteriano de ampla

8
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utilizacdo, que foi detectado em plasma de golfinhos Tursiops truncatus. No Paquistdo, a
populacdo de abutres asiaticos sofreu um declinio decorrente da exposicdo ao analgésico
diclorofenaco presente no ambiente (HIRSCH et al, 1999; FENT et. al., 2006 , SANDERSON
e THOMSEN, 2009; KASPRZYK-HORDERN, 2010).

A grande maioria dos farmacos é excretada atraves das fezes e urina como uma mistura de
metabdlitos e compostos inalterados, ou passam por processos de transformacdo durante o
tratamento dos efluentes, podendo produzir compostos de alta toxicidade para os humanos e
ecossistemas. Os processos de tratamento de efluentes usuais ndo removem os farmacos
completamente, como mostrado por Ternes (1998) através de um balanco entre entrada e
saida dessas plantas. Os farmacos tém sido detectados em aguas potaveis, caracterizando um
risco direto para os seres humanos, levando ao questionamento da constante contaminacéo das
fontes de adgua, associado ao processo continuo e crescente de reutilizacdo da agua em todo o
mundo. Um grande problema encontrado € a taxa de reposicdo continua desses compostos, 0s
quais, potencialmente, sustentam a exposicao cronica nos organismos aquaticos (ZWIENER e
FRIMMEL, 2000; CASTIGLIONI et al, 2004; BOLONG et al, 2009; BOXALL et al., 2009;
KASPRZYK-HORDERN, 2010).

Existem milhares de moléculas ativas sendo utilizadas no Brasil e no mundo, para tratar ou
prevenir doencas. A industria trabalha em um processo constante de pesquisas e sinteses de
novas moléculas, para substituir farmacos ultrapassados ou tratar doengas ainda sem cura. No
caso de antibioticos, devido ao desenvolvimento de cepas resistentes de bactérias, 0os novos
farmacos desenvolvidos levam a entrada de novas moleculas no meio ambiente. Ao serem
introduzidas no ambiente, essas drogas podem afetar os animais pelas mesmas rotas,
atingindo 6rgdos, tecidos, células ou biomoléculas que apresentam fungdes semelhantes a
acdo especifica do antibidtico. Para muitos farmacos o efeito especifico ou 0 modo de acéo
ndo sdo bem conhecidos e podem agir de maneira diferente e adversa sobre outros organismos
(GOBEL et. al., 2005; ZUCCATO et. al., 2005, FENT et al. 2006). Mesmo que estas drogas
tenham sido submetidas a estudos farmacocinéticos para obterem a liberagdo governamental
para uso, existem pouquissimas informacgdes sobre o seu destino no ambiente (FARRE et. al,
2008, STUMPF et. al., 1999; FENT et. al., 2006 , COELHO, 2008).

As classes de antibidticos possuem diferentes propriedades quimicas (solubilidade em agua,
pH do meio, volatilidade, e potencial de sorcdo) que influenciam o seu comportamento no

ambiente. Pequenas alteragcbes na sua estrutura quimica podem causar impactos significativos
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em seu destino ambiental. Os mecanismos de troca iénica, sor¢do, complexacdo superficial e

pontes de hidrogénio podem influir na adsorcdo desses farmacos em solos, sedimentos e lodos
bioldgicos, causando um aumento em sua persisténcia (BOXALL et al, 2003; KUMMERER,
2009Db).

As principais fontes de antibioticos para 0 meio ambiente s&o:

IndUstria farmacéutica (produtora da matéria prima ou formulacdo de farmacos por
processos fisicos de mistura): gera efluentes em pequenos wvolumes, baixa
biodegradabilidade, e alta toxicidade atribuida aos ingredientes ativos das formulas.
(ALATON e GURSES, 2004).

Eliminacéo pelos organismos: farmacos séo absorvidos pelo organismo apés ingestéo, e
estdo sujeitos a reagBes metabdlicas, como a hidroxilagdo ou clivagem. Parte da
substancia original pode ser eliminada pelos organismos sem ser metabolizada, por
excrecdo, chegando as estacBes de tratamento de efluentes. (HIRSCH et al, 1999;
KUMMERER, 2009).

EstacOes de tratamento de efluentes (ETE): os antibioticos sdo parcialmente eliminados no
processo de tratamento, passando através do sistema, e sdo lancados nos corpos
receptores. (HIRSCH et al, 1999; ANDREOZZI et al, 2004; KUMMERER, 2009). Os
processos de remocgdo podem variar, dependendo das caracteristicas do efluente, das
condicbes ambientais, tempo de detencdo hidraulica e do processo de tratamento
empregado (TERNES, 1998; JOHNSON e SUMPTER, 2001).

Eliminacdo nas excretas dos animais: antibioticos wveterinarios sdo utilizados no
tratamento de doengas, como também para proteger a salde dos animais e promover seu
crescimento. Sdo excretados parcialmente metabolizados, e o esterco gerado, ao ser
aplicado como fertilizante (rico em nitrogénio, fosforo, e potassio, e alta concentracdo de
matéria organica), leva os farmacos para os solos, podendo ser carreados para 0S Cursos
d’agua ou adsorvidos por esses (HIRSCH et al, 1999; SARMAMH, et al,, 2006).

Aplicacdo de antibioticos em aquicultura leva esses compostos diretamente e sem
biotransformacéo para as agua e podem ser adsorvidos pelos sedimentos, com também

ingeridos pela comunidade aquética (BOXALL et al, 2003).

A industria farmacéutica pode gerar efluentes com alto grau de complexidade, atraves das

etapas de fermentacdo, sintese quimica, extracdo e formulacdo, gerando um efluente

altamente refratario e comalta variabilidade na concentracdo de matéria organica e volumes
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gerados. Entre os diferentes efluentes dessas industrias, o efluente proveniente da lavagem
dos equipamentos possui baixa vazdo e as concentragdes dos poluentes sdo varidveis com a
eficiéncia do processo (menores perdas do principio ativo levam a menores concentracdes
desse nos efluentes). Torna-se necessario realizar um pré-tratamento quimico, principalmente
para as linhas de producdo ou formulacdo dos antibidticos, ao quais possuem concentracdes
mais elevadas de compostos bio-inibidores (BALCIOGLU et al., 2003, FENT et al., 2006).

A India e China especializaram-se na produco de farmacos a custos bem reduzidos, mas isso
tem causado sérias agressdes ao meio ambiente. Larsson e colaboradores (2007) analisaram,
em coletas pontuais, efluentes das Estagdes de Tratamentos de Efluentes Industriais (ETEI) de
uma indGstria farmacéutica em Patancheru, India, e detectaram o antibidtico ciprofloxacina na
faixa de 28.000 a 31.000 pg.L™, valores que excedem mais de 1000 vezes a toxicidade para
algumas bactérias. Li e colaboradores (2008) identificaram a penicilina G (PEN G) e seus
produtos de degradacdo nas aguas do rio Wangyang, na China, até 30 km ap6s o ponto de

langamento dos efluentes industriais.

Em uma pesquisa realizada em 1985, Richardson e Bowron avaliaram a biodegradabilidade
de alguns farmacos durante o processo de tratamento de efluentes, por tratamento bioldgico

convencional. A escolha dos farmacos deveu-se ao alto consumo e as caracteristicas nocivas

ao sistema de tratamento. Os dados obtidos estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1: Avaliac&o da biodegradabilidade de alguns farmacos

Farmacos Biodegradabilidade
Amplicilina 48% biodegradavel
Ibuprofeno Biodegradavel
Naproxeno Na&o biodegradavel
Sulfametoxazol Né&o biodegradavel
Tetraciclina Na&o biodegradavel

Fonte: RICHARDSON e BOWRON, adaptado (1985).

A ampicilina (AMP) (figura 3), com estrutura quimica semelhante a AMOX, apresentou
biodegradabilidade de 48%, mas a presenca de metabdlitos e produtos de degradacdo ndo foi
avaliada. Apesar da ampla aplicacdo, tanto na medicina humana como Vveterinaria, as

penicilinas ndo sdo encontradas com frequéncia no ambiente aquatico, sendo que esse fato
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pode ser atribuido a sua alta susceptibilidade para hidrolisar ou camuflar através de ligacdes a
jons livres ou sedimentos. (HIRSCH et al, 1999)

3.2 Amoxicilina

A utilizac¢do dos antibidticos B-lactdmicos a partir do final da 2* Guerra Mundial representou
uma enorme contribuicdo para as ciéncias médicas. Esses medicamentos continuam muito
utilizados devido a alta eficiéncia, ao baixo custo e aos poucos efeitos colaterais. Embora 0s
antibiéticos da familia dos B-lactimicos possuam grande eficacia no combate a maioria das
bactérias patogénicas, ao longo dos anos de utilizacdo algumas linhagens de bactérias
desenvolveram resisténcia a estes. O desenvolvimento de resisténcia € uma consequéncia
inevitavel da pressdo seletiva imposta pelo uso generalizado e disposicdo inadequada dos
antibioticos. As preocupacdes referentes aos impactos ambientais e ao desenvolvimento de
resisténcia bacteriana tiveram seu crescimento a partir dos anos 1990 (BAGGALEY et al.,
1997, WILKE et al, 2005).

A amoxicilina € um antibiético aminopenicilamico de amplo espectro, amplamente usado na
medicina humana e veterinaria (Figura 2). Os estudos, referentes a essa molécula, tem
crescido e sdo decorrentes da sua presenca em diferentes compartimentos ambientais. Um
monitoramento realizado em Estag0es de Tratamentos de Esgotos (ETE) localizadas em
diferentes regides da Itdlia mostram concentracbes de AMOX, nos efluentes finais, na faixa
entre 1,8 n.gL ™ a 120 n.gL”t (ANDREOZZI et al., 2004). A legislacdo brasileira ainda néo
estabelece limites de lancamento de principios ativos de farmacos, havendo necessidade de

estudos para avaliar individualmente cada substancia.

A indistria farmoquimica brasileira ndo realiza a sintese dos antibioticos pB-lactamicos,
importando o principio ativo para sua formulacéo, de acordo com as caracteristicas utilizadas
pela cadeia consumidora. Este processo gera efluentes com caracteristicas e volumes
variaveis, dependente da demanda produtiva, com baixa biodegradabilidade, por conter
compostos biologicamente ativos e toxicos, que podem promover a inibicdo da atividade dos

sistemas bioldgicos de tratamento como lodos ativados.

3.3 Biodegradabilidade aerébia da Amoxicilina

Os testes de biodegradabilidade sdo ferramentas para avaliar o destino de produtos quimicos
no ambiente, fornecendo uma caracterizacdo inicial desses compostos em relagdo a

possibilidade de degradacdo via microrganismos, sob condigdes ambientais especificas. Os
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testes propostos pela OECD (Organization for Economic Co-operation and Development) séo
utilizados pela Comunidade Européia (CE) para a classificacdo dos produtos quimicos,
referentes aos riscos ambientais envolvidos, bem como a classificacdo e destinacdo final
desses efluentes. (OECD, 1993). Os testes sdo conduzidos em batelada, e 0 composto em
estudo é a Unica fonte de carbono disponivel para o crescimento dos microrganismos,
adicionados no inicio do teste. Embora ndo simulem as condigdes especificas encontradas no
meio ambiente, os resultados obtidos podem predizer o comportamento em relacdo a
biodegradacdo de compostos organicos nos compartimentos aquaticos e terrestres, apesar de
ndo fornecerem informacdes em relacdo aos metabolitos formados durante o processo
(GUHL, 2006; GARTISER, 2007).

Os ensaios de biodegradabilidade permitem estimar quanto uma substancia é passivel de um

processo de bio-tratamento:

e > 70% de degradacdo em 28 dias: substancias biodegradaveis,

e 20% < X < 70%: parcialmente biodegradaveis, indicando formacdo de metabdlitos
estaveis,

e < 20%: ndo biodegradaveis (OEDC — 302-B, 1992).

O estudo da biodegradabilidade de um principio ativo em solu¢do aquosa ndo representa o
comportamento desses no ambiente, devido a auséncia de interacdes entre as espécies. O grau
de biodegradacdo depende da diversidade da microbiota presente. A eficiéncia depende da
presenca e caracteristicas da flora microbiana, de substancias inibitérias e suas concentragdes,
do pH, da relacdo entre biomassa e substrato orgénico e da aclimatagdo microbiana
(COKGOR et al, 2004). Para melhor avaliar a biodegradabilidade, o efluente deve ser
formulado com caracteristicas quimicas semelhantes ao efluente real. As discrepancias
encontradas na biodegradacdo de farmacos podem ser atribuidas a diferengcas na concentracao
inicial do efluente; concentragdes iniciais do substrato; adaptacdo dos microrganismos; e
fontes do in6culo microbiano. (GARTISER , et al, 2007, MASCOLO et al, 2007, ONESIOS,
et al, 2009)

Os dados de producédo e consumo de farmacos, em geral, sdo escassos na literatura. Em 1994,
a Alemanha produziu cerca de 1800 t de antibidticos, sendo 624 t de penicilinas. Estes
nimeros possuem a mesma ordem de grandeza dos pesticidas aplicados na Alemanha, no
mesmo periodo; e 0 comportamento desses pesticidas tem sido mais estudado. A partir de

dados gerados na pesquisa de Halling-Sgrensen (1998), foram estimadas as taxas de excre¢ao
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de alguns antibidticos consumidos na Dinamarca, em 1995. Na avaliacdo da
biodegradabilidade, a penicilina G apresenta biodegradabilidade parcial (Tabela 2). A
biodegradabilidade dos metabdlitos ndo foi avaliada (HIRSCH et al., 1999).

Tabela 2: Utilizacdo e taxas de excrecéao e biodegradabilidade de antibiéticos,
Dinamarca, 1995
Utilizagéo Consumo na

Dinamarca, em 1995

Medicacdo humana 38t

Medicina veterinaria 50t

Promotores de crescimento, producdo intensiva de suinos 94 t
Substancia Razdo de excrecéo (%) Biodegradabilidade

Sem alteracédo metabolitos

Consumo Humano

Amoxicilina 80-90 10-20 sem dados

Ampicilina 30-60 20-30- sem dados

Penicilina G 50-70 30-70 parcialmente degradavel
Tetraciclina 80-90 - persistente
Oxitetraciclina >80 - t1o = 20 dias

Consumo Veterinario

Ivermectina 40-75 25-60 Persistente
Clortetraciclina 17-75 - ti2 > 64 dias
Oxitetraciclina 20 - ti2 > 20 dias

Fonte: HIRSCH et al., 1999, adaptado

Muitos trabalhos abordam, apenas, a remo¢do do principio ativo do antibi6tico, ndo
considerando a extensdo da biodegradacdo dos metabdlitos e produtos intermediarios de
degradacio formados (ONESIOS et al, 2009, SEIFRTOVA et al, 2009). Na analise das aguas
do rio Wangyang, China foram encontrados produtos de degradacédo da penicilina G (LI et a.l,
2008), abrindo frentes para pesquisas semelhantes, em relacéo a identificacdo dos produtos de

degradacdo de farmacos. Para esta identificacdo, as amostras foram coletadas em 5 pontos no
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sistema de tratamento de uma industria produtora de PEN G (7000 t/ano) e em 4 pontos rio
Wangyang, China, & jusante do lancamento. Os efluentes dessa indUstria sdo submetidos a
tratamento anaerobio, hidrélise e acidificacdo, seguido por tratamento aerébio primario e
secundério. A PEN G e seus produtos de degradacdo foram identificados em todo o processo
de tratamento e ao longo do curso do rio, por 30 km (Tabela 3). As etapas do tratamento
convertem a penicilina G em produtos de degradacdo, como os identificados nessa pesquisa:
acido pencicildico, acido penildico, acido penicilico, acido isopenilico e peniciloaldeido. Pode
ser observado o0 aumento na concentragdo do acido penicildico no efluente gerado na etapa
anaerobia (LI et a.l, 2008).

Tabela 3: Presenca de penicilina em sistema de tratamento industrial de industria
farmacéutica, na China

Analito Concentracédo (mg.L™) Remocao (%)
Ponto 1 Ponto 5 Tratamento Hidrdlise Dois Total de
Efluente Efluente anaerobio  alcalina tratamentos remocéao
Bruto final e acida aerébios
PEN G 0,153 0,00168 26,1 41,5 92,7 96,8
Acido 8,49 10,70 -61,5 20,1 2,4 -25,9
Pencicildico
Acido Penildico 389 44 5 32,2 36,3 22,9 67,0
Acido Penicilico 23,5 5,49 17,8 0,1 17,8 32,5
Acido 1,05 0,146 -49,6 61,4 30,9 60,9
Isopenilico
Peniciloaldeido 75,3 6,77 6,5 8,9 69,4 74,0

Fonte: LI et al., 2008, adaptado

O mecanismo proposto para a formacdo dos produtos de degradacdo no processo de
tratamento adotado esta mostrado na figura 5 (LI et al., 2008). Pode-se observar que o anel
aromatico e o anel tiazolidinico permanecem nos intermediarios identificados nas etapas de
tratamento na ETEI, ocorrendo principalmente a quebra do anel B-lactamico durante as

diferentes etapas do tratamento (Figuras 2 e 3).
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Figura 5: Mecanismo proposto para degradacao de penicilina G em
um efluente real, durante as etapas de tratamento da ETEI
Fonte: (LI et al, 2008)

A concentragdo de PEN G decresce, gradativamente, com a distancia de langcamento no rio,
com concentragdo de PEN G = 0,31 + 0,04 pg.L™? no ponto de descarga do efluente, e
atingindo o limite de deteccdo PEN G < 0,03ug.L" a 30 km do ponto de lancamento. Os
produtos de degradacdo mostram-se persistentes, com valores de concentracdo na faixa de
mg.Lt. Analisando os compostos presentes no segmento do rio investigado, vé-se que
ocorreu uma reducdo gradativa do composto PEN G, com um aumento na formacéo do acido
isopenicilico (Figura 6), tanto para a amostra coletada em dezembro/2004 com para a amostra
coletada em abril/2005. Os riscos ambientais, para esses produtos de degradagdo formados,

ainda ndo foram plenamente avaliados.
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Figura 6: Produtos de degradacao presentes nas aguas do rio Wangyang, China, a
partir da jusante do lancamento dos efluentes da industria de farmacos
até 30 km apds esse langamento
Fonte: Ll et al, 2008

A indUstria farmacéutica gera efluentes que sdo o0 somatério dos residuos dos principios ativos
farmacéuticos (PAF), excipientes, corantes e solventes, além dos intermediarios de
degradacdo, sendo que esses podem apresentar caracteristicas refratarias e toxicidade ao meio

ambiente.

O estudo da biodegradabilidade aerdbia de compostos procura caracterizar os riscos e estimar
a persisténcia de poluentes persistentes no meio ambiente, tanto em rios e lagos, como em
solos e sedimentos. Para informacdes preliminares da eficiéncia de tratamentos bioldgicos
para efluentes podem-se utilizar os testes de biodegradabilidade inerente, como o teste de
Zanh-Wellens. Esse teste procura imitar o comportamento de um composto quimico, em uma
planta de lodos ativados, por que simula as condicdes em que esse sistema opera (OEDC —
302-B, 1992). (OECD, 1993; GUHL e STEBER, 2006). Os resultados desses testes podem ser
considerados um indicativo suficiente da baixa biodegradabilidade, mas os resultados
positivos ndo sdo necessariamente um prognéstico de biodegradabilidade sob as condigdes
ambientais reais (OECD, 1993; GUHL e STEBER, 2006).

Deve-se ter o cuidado ao avaliar a biodegradacdo de amostras complexas, como efluentes
farmacéuticos, quando a degradacdo dos compostos alvos pode ser mascarada pela
degradacdo mais rapida dos solventes e excipientes, presentes em maior concentracao

(GARTISER, 2007; MASCOLO, 2010b). No caso dos efluentes oriundos de producdo de
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antibioticos, devido ao alto valor agregado da matéria prima, as industrias farmacéuticas
operam focando em uma minima eliminacdo. Com isso as concentracbes dos PAF nos
efluentes séo, geralmente, menores. Um exemplo disso é encontrado na pesquisa de Mascolo
(2010), onde a concentracdo de aciclovir nos efluentes, da sua linha de producédo, variou entre
170 mg.L* e 2580 mg.L?, e a concentragdo de carbono orgénico total (COT) entre 10000 e
30000 mg.L™. No efluente do acido nalidixico foi encontrado 220 mg.L™ do seu principio
ativo, com COT em 3500 mg.L™ . Para naproxeno encontrou-se o equivalente a 320 mg.L™ e
COT de 35000 mg.L™. Contudo, a degradagdo dos PAF deve ser monitorada, para evitar o seu
lancamento em corpos hidricos, cujos efeitos ambientais e toxicos ainda ndo foram

plenamente estabelecidos.
3.3.1 Biodegradabilidade aerdbia

Os farmacos possuem persisténcia quimica, resisténcia microbiana, e efeitos sinérgicos,
levando as implicagbes toxicologicas. Apesar das baixas concentracbes, os efeitos dos
farmacos no ambiente ainda ndo estdo plenamente estabelecidos, podendo levar a efeitos
adversos para a biota aquatica, e, consequentemente, causando danos tanto a salde humana
como a vida aquéatica (ONESIOS et al, 2009, SEIFRTOVA et al, 2009).

Em sua pesquisa, Hirsch e colaboradores (1999) ndo identificaram penicilina no meio
aquatico, atribuindo essa auséncia devido a hidrdlise dos anéis B-lactdmicos. A hidrélise da
AMOX nas condi¢Ges ambientais é dependente do pH, o que leva a quebra do anel B-
lactimico e, consequentemente, a perda sua atividade antibiotica (figura 7). Esses
pesquisadores, no entanto, ndo analisaram os produtos de degradacdo formados apds a quebra
do anel B-lactdmico, como nas pesquisas conduzidas por Nagele e Moritz (2005); Li et al
(2008) e Trovo et al, (2011) em que as fracdes geradas foram analisadas, apos etapas de
degradacdo, por técnicas cromatograficas e deteccdo por espectrometria de massas. Esses
produtos de degradacdo podem possuir caracteristicas refratarias aos processos de degradacéo,

persistindo, entdo, no meio ambiente.

NHz2 H
H H COOH N, 3 R0
=.5 R s =S
‘ S J\(N'\_r < 4 ol | + HOHC?T + CO:
N- -~ R — L 1
Ho 0 o7 TR Ho” 7 no' & NHa*
= COOH miz =139 COOH
miz = 366 miz = 239

Figura 7: Hidrdlise do anel B-lactdmico causado pela alteracdo do pH da solucéo
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Para conhecer a degradacdo bioldgica de efluentes reais, utilizando os ensaios propostos por
Zahn-Wellens (OCDE, 1992) Mascolo e colaboradores (2010) conduziram testes com cinco
efluentes, sendo trés procedentes da fabricacdo, em batelada, da droga antiviral aciclovir,
apresentando caracteristicas bem diferentes inerentes a esse tipo de producéo. Os outros dois
eram efluentes da producédo de acido nalidixico e naproxeno. Os indculos foram coletados na
ETE local. Em paralelo, fez-se a avaliacdo da degradacdo dos PAF, visando comparar com a
degradacdo dos respectivos efluentes. Monitorou-se a taxa de remocéo de carga organica pela
determinacdo de carbono organico dissolvido (COD). A degradagdo dos principios ativos
mostrou-se menos eficiente comparada com os seus respectivos efluentes. A figura 8 mostra
as taxas de remocdo dos efluentes e PAF. Para aciclovir (a), a degradagdo dos efluentes
estabilizou-se a partir do 2° dia, e os reatores com PAF apresentaram maior refratariedade (=
50% de remocédo de COT). A taxa de degradacao do acido nalidixico (b) foia menor entre os
PAF estudados, mas seu efluente apresentou boa biodegradabilidade. Para o naproxeno (c) o
comportamento foi diferente, com pequeno platd no inicio dos ensaios, e uma taxa de
degradacdo em torno de 80% a partir do 15° dia, sendo que seu efluente obteve essa remogéo
desde o inicio do ensaio (MASCOLO et al, 2010).
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Figura 8: Biodegradacé&o aerdbia de farmacos, utilizando os testes Zahn-Wellens, em
efluentes reais e de seu principio ativo em solu¢do aquosa.
(a) aciclovir (b) acido nalixilico (c) naproxeno
Fonte: MASCOLO et al., 2007

A determinacdo dos intermediarios nas fracGes do teste de Zahn-Wellens indicou que a
remocao de aciclovir (a), acido nalidixico (b) e naproxeno ndo sdo correspondentes a taxa de
remocao de COT nos reatores, um indicativo da formacdo de produtos intermediarios (figura
9). Utilizando HPLC-MS interfaceado por injecdo por eletrospray, foi possivel identificar a
presenca dos PAF e seus intermediarios, nas fracdes do teste de Zanh-Welens, para aciclovir,

acido nalidixico e naproxeno. Isso ¢ um indicativo que a quantificacdo da remoc¢do dos
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principios ativos pode ter sido mascarada pelas altas concentragcdes de solventes organicos e
compostos biodegradaveis presentes na matriz do efluente. Tanto o principio ativo com o
efluente do acido nalidixico ndo mostraram-se biodegradaveis ao teste de Zahn-Wellens
realizado (MASCOLO et al, 2010).
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Figura 9: Evolug&o da remocgé&o dos principios ativos nos ensaios de
biodegradabilidade aerébia por Zahn-Wellens
com a remogd&o dos principios ativos determinadas por HPLC-MS
Fone: MASCOLO et al., 2007

3.3.2 Biodegradabilidade da Amoxicilina

Em 1998 Christensen avaliou a biodegradabilidade da AMOX através do teste modificado de
Sturm e obteve 50% de mineralizacdo em 216 dias de ensaio. Concluiu que “amoxicilina €
razoavelmente ndo persistente e ndo acumula-se no meio ambiente.” Avaliando o tempo e a
taxa de biodegradacéo, tem-se que discordar desse pesquisador, uma vez que 216 dias e 50%
de degradacdo é um tempo relativamente alto, podendo levar as bactérias presentes no
ambiente a desenvolverem resisténcia a amoxicilina. Além disso, a entrada continua do

composto no ambiente contribui para aumentar sua persisténcia.

O pouco conhecimento do destino e efeitos dos antibidticos no meio ambiente motivou Alexy
et al. (2004) a estudarem a degradacdo para diferentes classes de antibidticos, pelo
procedimento proposto em OECD 301 D Test, em frasco fechado, sem adaptagcdo dos
inbculos. Para AMOX os testes indicaram 5% de ODierica (demanda de oxigénio tedrica),

apos 28 dias, classificando-a como ndo biodegradavel.

Em 2007, Gartiser e colaboradores fizeram ensaios comparativos com 17 antibioticos,
inclusive amoxicilina; atraves dos testes Zahn-Wellens (OEDC 302 B, 1992) e modificado de
Sturm de evolucédo de CO, (OCDE 301 B, 1992). Um indculo, procedente de ETE municipal
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com lodos ativados sem o aporte de efluentes hospitalares, foi utilizado nos ensaios,

assumindo sua menor adaptabilidade aos antibidticos.

Amoxicilina

100

% degradacao
(o2}
o

Tempo (dias)

Benzilpenicilina ou Penicilina G

% degradacao

0 7 14 21 28
Tempo (dias)
—- Evolugdo de CO2 (Sturm) —- Eliminacdo de COD (Zahn-Wellens)

—&— Reator de referéncia (benzoato de sddio)

Figura 10: Taxa de degradacdo de Amoxicilina e Penicilina em ensaios de
biodegradabilidade aerébia, comparando os testes de Zahn-Wellens e Sturm
Fonte: GARTISER et al, 2007, adaptado

A degradacdo para AMOX por Zahn-Wellens ficou em torno de 60% e para Sturm em 40%.
Analisando as curvas pode-se inferir que o processo ainda ndo havia estabilizado, devido a
inclinacéo ascendente. Para PEN G, os dois testes obtiveram uma degradacdo na faixa de 78%
a 87% (Figura 10). Comparando a degradacéo e a estrutura quimica dos dois PAF observa-se
que a presenca do radical OH ligado ao anel aromatico pode ter contribuido para aumentar as
caracteristicas refratarias da amoxicilina. Os compostos de degradagdo ndo foram
investigados (GARTISER et al, 2007). Nesse estudo AMOX mostrou-se menos
biodegraddvel que a penicilina-G, com um platd de estabilidade de 20% de biodegradagdo
para o teste de Zahn-Wellens e menor de 5% para o teste de Sturm, durante os primeiros 14

dias do teste.
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3.4 Processos oxidativos avancados e sua aplicacdo na induastria
farmacéutica

A indUstria farmacéutica possui uma gama ampla de processos, como sintese quimica,
extragdo, fermentacdo, e, mais comum na industria brasileira, a formulacéo de produtos. Isso
leva a geracdo de efluentes com carga muito variavel e toxicidade e complexidade alta. Nas
indUstrias que operam na etapa de formulacdo dos medicamentos, os efluentes podem
apresentar baixa biodegradabilidade, com maior toxicidade causada pelos ingredientes ativos.
Nos efluentes da formulagdo de antibioticos, a presenca de substancias quimicas refratarias
em altas concentracdes pode levar a inibicdo da biomassa dos tratamentos por lodos ativados,
como também pode causar efeitos toxicos aos organismos agquaticos nos corpos receptores.
Isso leva a necessidade de implantagdo de processos de pré-tratamento quimico, antes da
descarga final nos corpos receptores ou em ETEs industriais ou de efluentes domésticos.
(ARSLAN-ALATON e GURSES, 2004, MASCOLO et al., 2007).

Os antibioticos P-lactamicos, como a amoxicilina, objeto dessa pesquisa, tem sido
amplamente estudados devido a alta taxa de vendas, tanto no Brasil, como na Europa e nos
Estados Unidos. Algumas pesquisas, referentes ao comportamento desse composto, mostram
resultados discordantes. Existem estudos indicando que esses antibidticos sdo muito
biodegradaveis, ou podem permanecer inalterados ao passarem pelas estacbes de tratamento
de efluentes (ALEXY et al., 2004; ANDREOZZI et al., 2005; GASTISER et al., 2007,
SONG et al., 2008, AY e KARGI, 2010).

A estrutura da AMOX possui 0 anel aromético ligado uma hidroxila (hidroxifenol), uma
estrutura de grande estabilidade, e refrataria a oxidacéo, sob condicdes mais brandas. Aléem
disso, 0s outros grupos que constituem a molécula, como a amida e tiazol indicam a
necessidade de utilizar processos mais reativos para promover a degrada¢cdo, como os radicais
«OH (E°=2,72 V).

A utilizagdo de processos oxidativos avancados para degradar poluentes organicos
biorefratarios ou toxicos, presentes em efluentes industriais, tem sido aplicada em algumas
indUstrias, e existem muitas pesquisas avaliando os diferentes POA para farmacos, incluindo
0 reagente de Fenton. Muitos compostos farmacéuticos e seus metabdlitos tém sido
encontrados em aguas superficiais e subterraneas, indicando a ineficiéncia de remogdo por
tecnologias tradicionais de tratamento de efluentes. Os POAs estdo baseados na geragdo do

radical hidroxila (*OH), que tem um poder oxidante alto ¢ promove a degradacdo de Varios
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compostos poluentes de forma rapida, porém ndo-seletiva, levando a mineralizacéo parcial ou
completa do contaminante quimico (ANDREOZZI et al., 2005; SHARMA et al., 2006,
SONG et al., 2008, TROVO et al, 2008, AY e KARGI, 2010).

Tendo como foco a otimizagcdo industrial, o objetivo principal dos tratamentos oxidativos
avancado ndo € a mineralizacdo completa do poluente, mas sua transformacdo em
subprodutos que sejam biodegradaveis aos processos de tratamento bioldégicos convencionais.
Isto torna o processo mais atraente sob aspecto financeiro, pois reduz o consumo de insumos
para 0 processo quimico de degradacdo da molécula; e podendo associar um tratamento
bioldgico convencional, para degradar as fracdes finais ja degradadas por POA (ADAMS e
KUZHIKANNIL, 2000).

Nesse trabalho serd avaliada a degradacdo de farmacos por reagente de Fenton, o qual
apresenta bons resultados de remocdo de contaminantes refratarios para diferentes matrizes
estudadas, como mostram os trabalhos desenvolvidos no programa SMARH (LANGE et al.,
2006; ALVES, 2004, AMORIM, 2007, MORAVIA, 2007, AMORIM, 2010, MORAVIA,
2010).

Outros estudos indicam que AMOX ¢ hidrolisada no ambiente, pela abertura do anel B-
lactamico, estrutura instavel e sensivel a variagdes do pH, do calor e da acdo das enzimas -
lactamases. Experimentos laboratoriais ttm mostrado a hidrdlise do anel - lactdmico levando
a formacdo de acido penicilamico intermediario, em solugcdes fracamente acidas ou neutras;
com posterior transformacdo ao acido penicildico, produto de degradagao dos compostos -
lactaimicos em meio alcalino. Esse acido penicildico pode reagir formando acido penicilinico
sob condicOes &cidas (HIRSCH et al., 1999; SACHER et al., 2001; LI et al., 2008).

Além do processo de degradacdo quimica, as enzimas B-lactamase liberadas por bactérias
resistentes podem transformar os antibidticos penicilamicos em acido penicildico. Esse ultimo
foi detectado em seres humanos, como metabdlito formado apds ingestdo do farmaco, e tem
sido correlacionada as reacGes alérgicas a penicilina, e a sua presenca e influéncia no meio
ambiente ainda continua pouco esclarecida (ARSLAN-ALATON e GURSES, 2004; LI et al.
2008).

As identificagdes dos produtos de degradacdo quimica da AMOX foram determinadas por

Négele e Moritz (2005), por espectrometria de massas, com detec¢do por lon Trap (lon Trap
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MS" and Accurate Mass Determination by ESI TOF), e os resultados encontrados sdo

apresentados na tabela 4.

Tabela 4: Amoxicilina e seus produtos de degradacgao, determinados por ESI-MS

Composto Formula Quimica e [MTH]" = m/z
nome
o H. COO0OH CiH19N305S 366,1124
N N— CHs Amoxicilina
NH g j"m CH
] 3
HoR
H  COOH C16H21N306S 384,1229
O OH . 16M121IN3 VU6 y
NH Y < cH o .
He & 7 \ NH 3 Acido peniciléico
[-i/%>\]f“"' R4 )’““-s CHy amoxicilina
| I | H
HO)\';;;I 0
H _cooH C15H21N304S 340,1331
O OH . 15M121IN3 U4 ’
N, S < cH Aci
Hy & 2 \ NH 3 Acido peniléico
[-i/w]fNH"ﬁ'«'_' f‘“—s CH, amoxicilina 1 e I
! | ( H
Ho)\*ﬁ;f' ©
H COOH C16H19N305S 366,1124
g AN CHs Amoxicilina
O N g  CHy Diquetopiperazina
L
I \\J\:N o]
/JK /l i
HO =
HN - H CosHo6N4O7S 515,1600

/o
f”“\“-: < o H COOH
oA M N- -fl*l""'g(CHs

4-Hidroxifenilglicil
amoxicilina

Fonte: NAGELE e MORITZ, (2005) adaptado.

Na degradacdo de AMOX com reagente de Fenton em pH < 4,0, pode-se considerar que 0

grupo amina (pKa; = 7,49) e acido carboxilico (pKa; = 2,68) estdo em condi¢cdes de serem
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desprotonados. Em processo oxidativo utilizando 0zbnio as reagBes podem ser realizadas em
pH alcalinos, e as reagdes podem ocorrer pela rota (a), com O3 atacando o anel aromético, ou
através da rota (b), reagindo com o enxofre do anel tiazolidinico formando grupos de
sulfoxidos ou reagindo com o grupo amina (Figura 11). A degradagdo do anel aromaético
(pKaz = 9,63) pode apresentar menor efetividade a agdo do radical *OH, pelo pH operacional
para conducdo da degradacdo com reagente de Fenton (Figura 12), (ANDREOZZI et al.,
2005).

0
HO b
0

0o .
3 0 (a) zz 0 O-‘

\ HO 5 HO N —

@) o @ Vo, ®

~Or T — °
H
Hy >

Figura 11: Sitios propostos para ataque de radicais oxidantes, em

processo de oxidagao por ozondlise
Fonte: ANDREOZZI et al., 2005, adaptado

0

H |l S CHj

HO C—C—N—
. | H CH3
pKa = 9.63 NH, SN
O COOH
» pKa ,=7.49

A pKaj= 2.68

/AM-;I ti—s Mm%+ g

A G e I4M0/ — IA"‘I-I + [H +/

Figura 12: Estrutura quimica da amoxicilina, com indicacao dos
grupos ionizaveis e seus valores de pKa
Fonte: Andreozzi et al., 2005

No trabalho de Andreozzi e colaboradores (2005), a degradagdo de AMOX por o0zonizagao,

em pH = 5,5 levou a remoc¢do de 90% de AMOX apds 4 minutos de reacdo, entretanto a
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remoc¢do da carga organica, em COT ficou na faixa de 10%, um indicativo de formacéo de
produtos de degradacdo (Figura 13). As fragOes geradas foram analisadas em HPLC-MS,

detectando espécies intermediarias da degradacdo de AMOX.

1

£ g * . . *

N

TEU 0.8 1 @ Amoxilina
206" o e coT
O 0
©8 04

© (-]

| o=

§ 0,2 .

8 0 T T T ?

0 1 2 3 4
Tempo (min)

Figura 13: Relacdo da degradac&o de amoxicilina em agua
comparada com a taxa de remogao de COD.
Fonte: ANDREOZZI et al., 2005, adaptado

3.4.1 Processos oxidativos com radical *OH, aspectos teoricos

O radical *OH é uma das espécies oxidantes mais energéticas usadas em processos de
tratamento de agua e efluentes, para potencializar a oxidacdo do contaminante. Essas reacoes
alteram a estrutura e as propriedades quimicas das substancias organicas, através do
rompimento das moléculas por hidrélise, eliminagdo e oxidacdo (VENKATADRI e PETERS,
1993, ALVES, 2004; AMORIM, 2007, AMORIM, 2010). Pode-se qualificar a degradacéo
através da reducdo do carbono organico. Monitorar as fracdes de degradacdo por
Espectrometria de massas com injecdo por eletrospray (ESI-MS), associados aos testes de
toxicidade, permite determinar a formacdo de intermediarios com caracteristicas mais ou
menos toxicas (DAMAZIO, 2007, TROVO et al., 2011).

A oxidagdo por H,O, sozinho ndo é efetiva para altas concentracbes de contaminantes
refratarios, como compostos aromaticos, devido as suas baixas taxas de reacdo. A presenca de
sais de metais de transicdo (ferro, titdnio, zinco, por exemplo), radiagdo ultravioleta, ou
ozOnio podem ativar a molécula de H,O, para formar radicais hidroxilas ("OH), oxidantes
mais enérgicos. Os radicais hidroxilas ((OH) podem atacar moléculas organicas por abstracdo
de um atomo de hidrogénio, adicdo de grupos hidroxilas ou transferéncia de elétrons. Reacdes

envolvidas em processos oxidativos avancados (eq. 1 a 3):
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Ozonio e perdxido de hidrogénio

O3 + H,02 — OH" + O, + HO', (1)
Sais de ferro (I1) e perdxido de hidrogénio — Reagente de Fenton

Fe?* + H,0; — Fe®* +"OH + "HO; )
Radiacdo ultravioleta e peroxido de hidrogénio

H,0, + UV  —2°0H ©)

Os radicais hidroxilas ((OH) ndo possuem especificidade na oxidacdo de compostos organicos

refratarios, e tem um potencial de oxidagdo = 2,8V, e alta taxa de reacdo (10°mol?*s™).

Nessa pesquisa utilizou-se 0 POA com reagente de Fenton homogéneo, e as reacfes basicas
que ocorrem nesse sistema sdo mostradas a seguir. O reagente de Fenton € uma mistura de

H,O a sais de ferro (I1), com formacéo de radicais hidroxilas, de acordo com a equacao (4).
Fe’* + H,0, — Fe** +'OH + OH™ (4)

O fon ferroso (Fe?") inicia e catalisa a decomposicdo de H,0,, resultando na geracdo de
radicais hidroxilas ((OH). A geracdo dos radicais envolve uma sequéncia de reacgdes

complexas em solugdes aquosas, resumidas nas equacoes 5 e 6
Fe?* + H,0, — Fe* +'OH + OH~ (iniciacao) (5)
A equacdo 5 possui uma a constante de velocidade equivalente a ky = 70 mol.Lt.s™
"OH + Fe** - OH + Fe** (terminacéo) (6)
Que apresenta constante de velocidade (equacdo 6) equivalente a ky = 3,2 x 108 mol.L st

Os fons férricos Fe™, formados na reacdo 6, agem como catalisador reagindo com H,O,,
decompondo-o em O, e H,O; etapa ndo desejada no POA, pois pode levar a geracdo de
hidréxidos de ferro, como a goethita, removendo os fons Fe?*, impossibilitando seu retorno ao
processo de degradacdo. fons ferrosos (Fe*?) e radicais podem, também, ser formados nas

reacOes, como mostrado nas equacdes 7 a 11.
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Fe** + H,0; — Fe—OOH?* + H* (7)
Tendo a constante de velocidade (eq. 7) equivalente a k3 = 0,001 a 0,01 mol* Ls™
Fe-OOH** — HO, + Fe** (8)
As equacdes 7 e 8 sdo denominadas de reacdes de Fenton Modificado.
Fe’* + HO," — Fe** + HO 9)
A constante de velocidade da equagdo 9 é equivalente a ks = 1,3 x 10° mol* L s* empH = 3.
Fe** + HO,' — Fe&** + O, + HY (10)
A equacio possui a constante de velocidade: kg = 1.2 x 10° mol* L s* empH = 3.
‘OH + H,0,; — H,0 + HO, (11)
Tendo a constante de velocidade (eq. 11) equivalente a k; = 3.3 x10" mol* Ls™.

Os radicais hidroxila podem oxidar compostos organicos (RH) por abstracdo de prétons

produzindo radicais organicos (R"), os quais sdo mais reativos e podem ser oxidados.
RH+ 'OH— H,O +R’ oxidacao posterior (12)

A manutencdo de uma relagdo alta entre as concentraces de substrato organico e peréxido de
hidrogénio [RH]/[H20-] torna-se desprezivel as grandes diferencas entre as constantes de

velocidade k7 = 10" molt Lste ky, > 10° mol! L s, devido.

Uma simplificacdo da reacdo de Fenton, incluindo a dissociacdo da dgua esta apresentada na

equacgéo 13:
2Fe®* + H,0, + 2H" — 2Fe** + 2H,0 (13)

Indicando que a presenca de H* é requerida na decomposicdo de H,0,, pela necessidade de
um ambiente &cido para produzir a quantidade maxima de radicais hidroxilas. Em presenca de
substratos organicos (RH) o excesso de ions ferrosos e em pH baixo(< 3) os radicais
hidroxilas podem adicionar aos anéis aromaticos ou heterociclicos, assim como as ligacdes

insaturadas dos alcanos e alquenos.

28

Programa de Pés-graduacdo em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos da UFMG



'OH + H,O, — H,0 + HOZ. (14)

Tendo a constante de velocidade (eq. 14) equivalente a k; = 3.3 x 10" mol.L.s™. O excesso

de peréxido deve ser evitado por ser esse um agente sequestrante do radical hidroxil (OH).

A equacdo 14 indica que o H,O; pode reagir como um radical inativador bem como um

iniciador de reacdes de oxidacéo.

Os radicais hidroxilas podem oxidar compostos organicos (RH) por abstracdo de prétons

produzindo radicais organicos (R’), os quais s&o mais reativos e podem ser oxidados.
RH+'OH — H,0 + R’ oxidacdo posterior (15)

As constantes de velocidade k; = 10" molL st e ko, > 10° mol.L s possuem grandes
diferencas, que se tornam despreziveis, em decorréncia da manutencdo da alta relagdo entre
[RH]/[H202] (VENKATADRI e PETERS, 1993, AMORIM, 2007).

A reacdo do radical «OH com compostos organicos leva a formacéo de radicais centrados no
carbono, com abstracdo do proton H* das ligagdes C-H, N-H ou O-H, adicionando-o0 ao C=C
como também ao anel aromatico, com producdo de radicais organicos Re. Para AMOX,
espera-se que o produto final da degradacéo seja CO; e os anions nitrato e sulfato, se ocorrer a

degradacdo total da molécula (Figura 14).

R THF HN\ %
R o 7 . ) .2
7 TS + O ———» Oy +Hp0 +2NO; 450
HO W 0 2
COOH

C1sH1aN10sS + 47H:0; + Fe?* —» 16C0z + 54H:0 + 3HNO; +H:S0s + Fe?*

Figura 14: Reacéo ideal de degradac&o de amoxicilina

Entender a hidrolise da AMOX nos valores habituais de pH das dguas superficiais (pH = 6,2)
pode auxiliar na compreensdo dos mecanismos envolvidos na sua degradacdo. Na
investigacdo de uma solug&o aquosa de AMOX (10 mg L!) por Nagele e Moritz (2005) foram
identificados os produtos da hidrélise, realizada em pH = 2,5 e pH = 6,2 por cromatografia
liquida com injecdo por eletrospray, (LC-ESI-TOF-MS), em modo positivo (Agilent Series
1100). A reacdo estd apresentada na figura 14. A hidrélise da AMOX inicia-se coma abertura
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do anel B-lactamico, formando o &4cido peniciléico C; e C, (m/z = 384 g mol™t), que contém
um grupo livre de &cido carboxilico. A descarboxilacdo deste grupo ocorre gerando dois
intermediarios C3 e C4 (m/z = 340 g mol?). Esse processo leva a formagdo de compostos
estereoisdmeros, que apresentam a mesma fragmentacdo de ions em 2 tempos de retencdo:
(C1:t = 5,56 min, C,: t= 6,61 min). Para os segundos compostos estereoisdmeros tem-se 0s

tempos de retencdo: C3:t= 7,57 mine C;:t = 8,68 min. A formacdo destes estereoisdmeros

ocorre com a abertura do anel B-lactamico de 4 membros, uma vez que o carbono entre o
nitrogénio e o enxofre no anel tiazolidinico é quiral. Essa caracteristica leva a formagédo de
estereoisdmeros durante a hidrolise, como os produtos m/z 339 [Cs: cido amoxildico (5S) e
C4: &cido amoxildico (5R)] e os produtos m/z 384 [C;: acido amoxicildico (5S,6R) e C,: acido
amoxicildico (5R,6R)]. (Figura 15, tabela 4) (NAGELE E MORITZ, 2005; KASPRYK-
HORDEN, 2010; TROVO et al, 2011).

NH NH,
2
i W, HO ™~ A
oY Ty o oY)
Ry / A 0 ~
e e
/2 ~F ° 3 7_."{"' CH3O H.C ,_\:,-\C _OH
o, ° R CHy 7
O
AMOX (PM: 365 g mol") C1 e Ca (PM: 383 g mol™) Cs e Cs (PM: 339 g mol)

Figura 15: Reacao de hidrolise da AMO X, e seus de produtos de transformagéo
Fonte: NAGELE e MORITZ (2005); TROVO et al, (2011)

3.4.2 Influéncia do pH na reagdo com reagente de Fenton

No sistema Fenton o pH do processo é importante porque a formagdo dos radicais *OH é
catalisada por Fe?*. A faixa de pH 6tima para reagdo ocorre entre 3,0 < pH < 6,0 (figura 16)
(ALVES, 2004, US PEROXIDE, 2010), sendo que as variaveis dependetentes do processo

s30 o valor do pH e a concentragéo de Fe**

A influéncia do pH na velocidade da reacéo definida pela constante K é funcdo do Fe(OH)*?
que catalisa as reagOes de geracdo de radicais hidroxila. Analisando um diagrama de
especiacdo dos ions ferro (figura 17) observa-se que em pH 3 predomina a espécie de
Fe(OH)*2. Abaixo deste pH e acima de pH 5 ocorre um aumento da concentracio de Fe**, que
é desfavoravel para a reacdo de Fenton. Essas espécies podem ser influenciadas pela presenca

de outros ions, e também pelo Eh da solucéo.
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Figura 16: Efeito do pH na eficiéncia de remog¢ao do reagente de Fenton
Fonte: ALVES (2004) US Peroxide (2010)
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Figura 17: Diagrama de especiacéo de Fe*”

Fonte: KATSOYIANNIS e ZOUBOULIS, 2002
Isso é um fator limitante ao processo com Fenton, pela necessidade de ajustes no pH da
solucdo em reacdo, para obter maxima eficiéncia do tratamento, e também a existéncia de
uma etapa adicional de neutralizacéo, apds tratamento, e antes do descarte do efluente tratado.
(SANZ, et al, 2003, KATSOYIANNIS e ZOUBOULIS, 2002; NOGUEIRA et al., 2007).

Os diagramas de Eh versus pH para Ferro em meio aquoso, (Figura 18) confirmam os dados
do diagrama de especiacao de ferro (figura 17). Os diferentes programas utilizados geraram
diagramas, indicando formacdo de espécies de Fe* entre 2,5 < pH < 4,5, faixa de maior
eficiéncia, para realizacdo dos ensaios com reagente de Fenton, o que corrobora com outras

pesquisas (ALVES, 2004, AMORIM, 2007, ELMOLLA e CHAUDHURI, 2009; MORAVIA,
2010).
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Figura 18 Diagrama Eh x pH de sistemas Fe-O-H
Fonte: ATHAS of Eh-pH diagrams, 2005
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3.4.3 Efeito da concentracéo de H,0,

A relacdo entre carga organica e concentracdo de perdxido de hidrogénio (C:H,0,) pode ser
considerada critica, porque é necessario uma degradacdo efetiva dos compostos organicos
estudados, mas deve-se trabalhar buscando a operacionalidade do processo. O H;0, é o
insumo de maior valor nesse tipo de tratamento. A equagcdo 16 mostra a relacdo
estequiométrica entre matéria organica e o peréxido de hidrogénio, com os célculos da relacdo

massica mostrada na equacdo 17:
C + 2H,0, — COo, + 2H,0 (16)

12mol g*  68mol g’ = relagio:2H,0,/ C =2 ~58 (17)
Estudos realizados por Homem e colaboradores (2010) mostraram que a degradacdo de
AMOX por reagente de Fenton foi ligeiramente melhorada com o aumento da dosagem de
H,O; de 0,60 mg.L™* para 2,35 mg.L?, para tratar 450 ug.L™t de AMOX (COT = 200 ug.L™),
a razdo C/H,0, utilizada teve um incremento de 3 para 12. Observou-se, também, que a
performance da reacdo de oxidacdo avaliada ndo apresentou mudancgas significativas, ao

utilizar maiores concentragdes de H,O, (Figura 19).

1,00
[AMOX] = 450 pg.L"
0,80 [H202]
o 0,00 mg.L
o 060 e 0,60 mg.L
&) A 1,20 mg.L
O 0,40 ® 2,35 mg.L"
¢ 350 mg.L"
0,20 B 4,50 mg.L"
0,00 .
20 60 100 140 180
Tempo (min)

Figura 19: Influéncia da concentracéo de perdxido na degradacédo de
AMOX, pH = 3,5, [AMOX] = 450 pg.L™, [Fe*] = 95 pg.L*
Fonte: HOMEM et al, 2010, adaptado
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3.4.4 Reagente de Fenton na degradacdo da Amoxicilina

Na figura 20 estdo apresentadas equacdes que mostram adicdo de radicais hidroxilas ao anel
heterociclico B-lactdmico, e & amida, indicado pelos OH (em vermelho); em uma primeira
rota proposta. Na segunda rota, a clivagem da molécula ocorre posteriormente a adicdo do
radical hidroxila ao anel heterociclico [B-lactdmico (KLAUSON, 2010). Os resultados
encontrados por esses pesquisadores ndo indicam adicdo ao anel aromatico, podendo esse ndo
ser degradado e permanecendo no efluente. As reacfes intermediérias, até obter os produtos
finais, podem levar a formacdo de produtos de degradacdo toxicos e podem possuir maior
refratabilidade que o composto em estudo. (SHARMA et al, 2006, KLAUSON, 2010,
TROVO, 2011).

NH,

oo COOH N H s R
“/‘x\\/"\(us + "OH '|’ e " HO Hﬂ? i ‘>< + co,
= o] rN‘>/‘“ T e 4
HO™ N 0 HO S HO COOH NH,
m/z = 360 cooH miz = 239
MNH. MNH.
‘K : 5 H H,0
H HoH cooy HO H ;
/::E/L\/ ) S s 8 . Ry a8
| I Nj:rf + "OH | = :}_l/ ><( + "OH M + HO \—hE ){ + co,
= [} N— = o N A R s ¢ =
HO 0 A HO no' HO™ ™ HO' Booy MM
miz = 366 COOH g 7 tooH miz = 139

miz =151

Figura 20: Reacdes de adi¢cao do radical OH a amoxicilina
Fonte: KLAUSON, 2010, modificado

As figuras 21 e 22 mostram o estudo de degradacdo de AMOX em solugdo aquosa, conduzido
por Ay e Kargi (2010), onde investigaram as taxas de remog&o para variagdes na relagéo entre
oxidante e catalisador (H,O,:Fe?*:COT). Pela analise da figura 21 verifica-se que, para a
relacdo estequiométrica de 1:7 entre AMOX:H,0, (COTiesrico Para AMOX = 27,5 mg.L? e
[H20,] = 192 mg.LY), obteve-se uma remocao de 30%, com a concentracio de Fe?* variando
entre 40 mg.L™* e 50 mg.L!. Avaliando-se a relagdo 1:14 de AMOX:H,0, (27,5 mgL™ de
AMOX: 358 mgL™* H,0,) obteve-se uma remocdo de 40%, que ndo pode Ser considerado um

aumento tdo significativo, para justificar o dobro da quantidade no consumo de perdxido.

Na mesma pesquisa avaliou-se a remocdo de AMOX em solugdo aquosa, com adicdo
constante do catalisador (Fe?* = 40 mg.L™) e os resultados obtidos indicam que a melhor
relacdo para a degradagdo situa-se proxima aos valores estequiométricos, com cerca de 35%
de remocgdo de COT para a razdo AMOX:H,0; equivalente a 1:7 (Figura 22). Nesse mesmo
estudo, a AMOX obteve valores préximos de 100% de degradacdo, determinado por

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Entretanto a remoc¢do de COT ficou em
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torno de 35%, indicando a formacdo de compostos organicos refratarios ndo identificados
(AY e KARGI, 2010).
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Figura 21: Degradac&o de Amoxicilina com Reagente de Fenton,
carga organica e pH constante, e variacdes em H,0, e Fe**
Fonte: AY e KARGI, 2010
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Figura 22: Taxa de remoc&o de AMOX, variando H,O, adicionado e [Fe**] constante
Fonte: AY e KARGI, 2010, adaptado

O reagente de Fenton pode ser usado para tratar efluentes de indUstrias farmacéuticas assim
como um micro poluicdo causada por residuos de farmacos em aguas superficiais. Varias
pesquisas tém sido realizadas para avaliar as condigdes de remocdo, como a realizada por
Elmolla e Chaudhuri (2009) que mostrou resultados efetivos para o tratamento de solucdo
aquosa contendo amoxicilina, amplicilina e clorocilina. A degradagdo completa dos
antibioticos ocorreu com 2 min de reacdo, em pH = 3, com remocdo de DQO (Demanda
quimica de oxigénio) préxima de 81%, com 60 min de reacdo, e relacdo molar entre a carga
organica, peroxido de hidrogénio e ferro ferroso de: DQO :H,0,:Fe*? = 1:3:0,30.
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Para avaliar os efeitos de matriz de efluentes sanitarios, Trovd e colaboradores (2008)
coletaram amostras em uma ETE em Araraquara, SP, em outubro de 2006; e a enriqueceram
com solugdo aquosa de AMOX e paracetamol, e concluiram que a matriz ndo interfere nos
processos de foto-Fenton com irradiagdo de UV ou luz solar estudados (figura 23), obtendo
coeficientes de remocédo dos principios ativos acima de 90% com 120 segundos de reacdo. A
remocdo de COT para AMOX foi de 67%, valores significativamente acima dos encontrados
pelos pesquisadores Ay e Kargi (2010), que foi de 25% de remocéo de COT.

10 ®— AMOX-ETE (UV)
' — A AMOX - dgua (UV)
O AMOX - ETE (Luz solar)
0.8 D— AMOX - agua (Luz solar)
0,6 4
S
(&)
0,4 -
0,2 A
- a
\ b e \
iy e 2 o ——
0.0 T . T T y O
0 120 240 360 480 600

Tempo de irradiagao (s)

Figura 23: Influéncia do efeito de matriz na oxidagéo da
Amoxicilina, por processo Foto-Fenton
Fonte: TROVO et al, 2008

Para Trové e colaboradores (2008) os efeitos da matriz ndo influenciaram as reac6es de foto-
Fenton para AMOX, apresentando eficiéncia de remocdo semelhante tanto para AMOX em
solucdo aquosa, como para amostras de efluente sanitario enriquecidas com AMOX (Figura
23).

A rota proposta por Trovo e colaboradores (2011) para a degradagdo de AMOX em solugéo
aquosa, por foto-Fenton esta apresentada na figura 24. A pesquisa ndo obteve mineralizacao
completa da AMOX, obtendo 73% de remocdo, quando utilizou-se, como fonte de Fe™?
sulfato ferroso (FeSO4). A identificacdo da AMOX e seus produtos de degradacdo foram
realizadas por cromatografia liquida com injecdo por eletrospray e deteccdo por

espectrometria de massas por tempo de voo (LC-ESI-TOF-MS). Analisando a rota proposta
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pode-se observar que a adicdo nucleofilica ou eletrofilica ao anel aromatico é uma etapa bem
complexa, e as reacdes propostas entre 0s reagentes oxidantes e os produtos de degradacéo
formados indicam uma permanéncia no anel aromatico na maioria dos compostos
identificados (TROVO, et al., 2011).
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Figura 24: Mecanismo proposto para degradagdo de AMOX por Foto-Fenton, em pH 2,5-2,8
Fonte: TROVO et al., 2011

3.4.5 Investigacdo da sorcdo de amoxicilina nos hidréxidos de ferro gerados nos

ensaios por POA/Fenton

A presenca dos farmacos em aguas é funcdo de suas propriedades (Kow, pKa, e polaridade),
gue mostram tendéncias persistentes nas matrizes ambientais. Por causa dessas caracteristicas,
alguns firmacos e seus metabolitos sdo hdbeis em passar através das ETE’s, como as
sulfonamidas, macrolideos, carmabenzinas, e fenazonas. Suas baixas sor¢des no lodo ativado
e solos podem causar contaminacdo das aguas superficiais e subterrdneas. Entretanto,
farmacos polares, como fluorquinolonas, horménios, avermectinas, e tetraciclinas podem
adsorver, em lodos ou solos. Outras drogas podem biodegradar parcial ou totalmente, com a
formacdo metabdlitos e produtos de degradacdo desconhecidos, que podem apresentar mais
ou menos atividades que em sua forma inicial (BEAUSSE, 2004). Entretanto, farmacos

béasicos e com comportamento zwiteridnicos podem sorver, significativamente, no lodo, solos
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ou sedimentos, como os antibioticos B-lactdmicos e fluroquinolonas (FENT et al, 2006,
PETERSON et al., 2009).

Entre os fatores que afetam a sor¢do, estdo a estrutura molecular ou natureza do sorvente, a
solubilidade do soluto, o pH do meio e a temperatura. A estrutura molecular ou a natureza do
sorvente é particularmente importante para estabelecer o grau de sorgdo que pode ocorrer. O
tipo e a localizacdo dos grupos funcionais responsaveis pela sorcdo afetam sua
adsortibilidade. A solubilidade do soluto impede a atracdo para a superficie do adsorvente.
Grupos polares tém uma alta afinidade com a 4gua e isto geralmente diminui a sor¢cdo a partir
de solucGes aquosas. Baixos valores de pH favorecem a sor¢do de acidos organicos enquanto
que altos valores de pH favorecem a sorcdo de bases organicas (PERUZZO, 2003,
VASQUES, 2008; Calgon Carbon, 2010).

Os hidroxidos de ferro possuem capacidade de sorcdo, que varia em funcdo do pH. A
amoxicilina possui 3 pKas (pKay = 2,68, pKa, = 7,49, pKaz = 9,63), como mostrado na figura
11. Seus pKas podem influir na sor¢do nos hidroxidos formados durante o processo de POA-
Fenton (ANDREOZZI et al., 2005; GARCIA-GALAN, et al., 2008). Torna-se necessario
avaliar a sorcdo da AMOX e seus produtos de degradacdo nesses hidroxidos para elucidar os

caminhos em que a degradacdo ocorreu.

3.4.5.1 Sorcdo de Farmacos

E crescente a preocupacdo com a presenca de farmacos no ambiente. O desenvolvimento de
novas drogas € ascendente, levando a um aumento das opcdes de tratamento humano e
animal, o que consequentemente aumenta a presenca desses no meio ambiente. Os farmacos,
em suas formas originais ou metabolizadas, sdo eliminados parcialmente nas ETES e ETEIs e
entram nos diversos compartimentos ambientais. (BEAUSSE, 2004). A sorcdo é um
mecanismo determinante da biodisponibilidade, reatividade e mobilidade dos compostos
organicos no meio ambiente, tornando necessario compreender as interagdes dos farmacos
com solos, sedimentos e particulas aquaticas para montar um prognostico de sor¢do desses
compostos. Sua sor¢do e mobilidade podem ser afetadas pela natureza dos solos e sedimentos
(FIGUEROA, 2004)

Como a AMOX possui caracteristicas zwiterionicas (por ter grupos funcionais tanto anidnicos
como catidnicos), a pesquisa conduzida por Willians e colaboradores (2009), com diferentes

solos e sedimentos, indicaram uma faixa de sorcdo entre 15 a 600 g.kg’. Essa caracteristica
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pode ser um importante fator para o alto grau de sor¢do encontrado. A AMO X pode adquirir
cargas elétricas devido a ionizacao de grupos carboxila e amino, formando ions COO™ e NH;3",
respectivamente. A carga elétrica total, obtida em decorréncia da ionizacdo desses grupos, é
depende do pH da solugdo. Essa ionizagdo pode levar a sorcdo de AMOX nas lamas
decorrentes do processo de POA, assim como em solos e em biomassa ativa em estacfes de

tratamento de efluentes, tanto industrial como domeéstico.

Existem muitos estudos de adsorgéo para tetraciclina (TETRA), e como TETRA e AMOX
possuem grupos funcionais e valores de pKa semelhantes, fez-se um paralelo entre sorcédo de
TETRA e a possibilidade de sor¢do de AMOX, em decorréncia de suas caracteristicas
zwiterionicas. Os valores de pKa para TETRA sdo: pKa = 3,30; pKa2 = 7,68; e pKaz = 9,69
(Figura 25), semelhantes aos apresentados por AMOX: pKaj = 2,68, pKa, = 7,49, pKaz = 9,63
(Figura 12). Os grupos funcionais NH, e OH estdo presentes na estrutura molecular de ambos
(Figura 26).

A quimica da TETRA sugere que a troca catidnica, com componentes dos solos e sedimentos
argilosos, € um importante mecanismo de sor¢do desse antibidtico. Além disso, uma vez que
encontram-se carregados, positivamente, em solucbes fortemente &cidas, e, em condicdes
alcalinas tornam-se anidnicos. As espécies catibnicas podem neutralizar sitios de cargas
negativas sob condicGes acidas (alta sorgcdo), mas podem apresentar caracteristicas de
repulsdo a superficies argilosas em valores altos de pH (FIGUEROA, 2004; XU, 2010). Na
pesquisa conduzida por Figueroa-Diva et al (2010) encontrou-se, para tetraciclina,
fluoroquinolona, e sulfonamida, interagdo com os solos atraves da troca catidnica,
complexacdo superficial, e interacGes de ligacdes de cations, semelhantes ao comportamento

de sorcéo.

T
R oH cHy Re HINH'CHY, | PR
4 "/

Figura 25: Estrutura quimica da familia de tetracilcinas, com os pK, indicados.
Fonte: Figueroa, 2004, Figueroa-Diva et al, 2010
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Na figura 26 estdo apresentadas as estruturas quimicas da tetraciclina e amoxicilina, com seus

grupos funcionais semelhantes assinalados.

Tetracilcina Amoxicilina

Figura 26: Estrutura quimica da amoxicilina e tetraciclina
Fonte: PubChem, 2010, adaptado

O mecanismo de sorcdo apresenta alta variabilidade em relacdo aos tipos de farmacos e aos
tipos de solos ou sedimentos existentes. A natureza das forgas ionicas e o pH podem afetar o
mecanismos de sor¢do. As propriedades fisico-quimicas dos solos e sedimentos, assim como a
fonte dos carbonos organicos e as caracteristicas das cargas superficiais influem na sorcéo de
compostos organicos. Um estudo de sorcdo de AMOX em lodo ativado esterilizado mostrou
uma afinidade relativamente alta da AMOX com a fase sélida. A sorcdo de compostos
zwiteribnicos possui maior namero de variaveis, como as intera¢fes idnicas das espécies
catibnicas e anidnicas, e a sorcdo da espécie zwiteribnica eletricamente neutra. As
caracteristicas zwiteridnica da AMOX podem ser um fator importante de seu alto grau de
sorcdo, caracteristica encontrada em outras drogas zwiteridnicas, como a norfloxicina,
tetraciclinas, fluoroquinolonas e cefapirians (PETERSON et al. 2009; WILLIAMS et al.,
2009).

> 0

Figura 27: Estrutura quimica do antibiotico cefapirina
Fonte: PubChem, 2010, adaptado
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A espectroscopia Raman identificou os mecanismos de sor¢cdo de cefapirina (Figura 27) em
quartzo (SiO,) e feldspato (KAISizOg). A cefapirina possui 2 pKas (pKa; = 2,15 e pKa; =
5,44), caracteristicas zwiteridnicas, o que levam-na a sorver na superficie de minerais, como o
quartzo pela atragdo eletrostatica do grupo aniénico carboxilato (COO~) em valores de pH
baixos (PETERSON et al. 2009).

3.5 Metodologias analiticas

Para 0 acompanhamento dos processos investigados utilizou-se diferentes técnicas analiticas,

e seus principios analiticos estdo apresentados a seguir.

3.5.1 Espectrometria de Massas com loniza¢do Electrospray

A Espectrometria de Massas (MS — Mass Spectrometry) possibilita a identificacdo e também
a quantificacdo de substancias organicas ou inorganicas. Tem sido muito utilizada para a
elucidacdo de estruturas moleculares. E uma técnica analitica que apresenta especificidade,
sensibilidade e limites de deteccdo bem baixos (SKOOG, HOLLER, e NIEMAN, 2002).

Com a adicdo de carga nas espécies em andlise, formando ions, esta passa a ser afetada por
campos elétricos, o que possibilita sua separacdo, pela razdo massa/carga (m/z) de cada
composto ou fragmento. A regido onde a separac&o ocorre esta contida em alto vacuo (10 a
10" Torr). Existem diferentes sistemas de deteccdo, como analisadores do tipo quadrupolos
(Q), armadilha de ions (lon Trap), tempo de voo (TOF — Time of Flight), setor elétrico (E) e
setor magnético (B) e configuragbes hibridas (como Q-TOF).

e Processo Electrospray

A fonte de ionizacdo é um dispositivo que permite a ocorréncia do processo de ioniza¢do dos
analitos da amostra, antes da sua entrada no detector de massas. A ionizacdo do analito pode
ocorrer por ejecdo ou captura de elétrons, protonacao, desprotonacdo, formacdo de adutos ou

transferéncia de espécies carregadas da fase condensada para a fase gasosa.

O processo por eletrospray ESI (Electrospray lonisation) ioniza as amostras ndo volateis,
formando uma névoa ionizada denominada eletrospray, antes da sua determinacdo por MS.
Essa ionizagdo é obtida aplicando um campo elétrico intenso ao liquido de interesse, que é
bombeado através de um tubo capilar (fluxo entre 1 e 10 uL.min'!), em pressio atmosférica,
através de uma diferenca de potencial de 3 a 6 kV entre o capilar com a amostra e um contra-

eletrodo. Aplicando-se potencial positivo no tubo capilar, os ions positivos tenderdo a se
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afastar para uma regido menos positiva, isto é, em direcdo ao contra-eletrodo (negativo),
formando uma gota enriquecida de ions positivos. Ao aumentar a densidade de carga na gota,
0 campo elétrico formado entre o capilar e o contra-eletrodo provoca a deformacéo da gota,
formando um cone, denominado de cone de Taylor (Figura 28). Esse cone conserva-se junto
ao capilar até que a repulsdo entre os ions de mesma carga supere a tensao superficial do
liquido, levando a liberacdo de pequenas gotas com alta densidade de carga. As gotas
desprendidas da ponta do capilar passam por um processo de dessolvatagdo, na medida em
que atravessam a regido de gradiente de pressdo em direcdo ao espectrOmetro de massas. Esta
evaporacdo é facilitada pela energia termica do ambiente (capilar aquecido) ou pelo uso de
um gas inerte secante (N). Durante este percurso, entre a ponta do capilar e o analisador de
massas, ocorre a transferéncia dos ions positivos da fase condensada para a fase gasosa,

gerando assim os ions gasosos (DAMAZIO, 2007).

lonizacgao por Eletrospray (ESI) e a fonte geradora de ions

3 Fase gasosa
Liquido de formacéo
ionizado (+) de ions
|

Nebulizador | [ aquecide
de gas (N2) | Pluma [ 50V

|! de |

y S Aerosol ¥
< Taylor +

Capilar

Espectrometro
de Massa

Sistema de
alimentacéo
(amostras liquidas)

Capilar
de silica
fundida
+1,5kV

Camisa
de Gas'
(N2)

Modelo de combinacdo ESI

Figura 28 Esquema do Cone de Taylor, responséavel pela introdu¢céo das amostras no MS
Fonte: Lamondlab, 2011, adaptado

O processo electrospray possui a habilidade em produzir ions multiplamente carregados a
partir de grandes moléculas com varios sitios ionizaveis. 1sso resulta na transferéncia do
analito, geralmente ionizado na fase condensada, para a fase gasosa. As espécies idnicas
observadas podem ser protonadas [M+nH]"", desprotonadas [M-nH]", cationizadas, como
[M+Na]", ou anionizadas, como [M+CI], além de possiveis clusters com moléculas do
solvente, por exemplo [M+nMeOH+H]*. Os liquidos de arraste devem ser idnicos, como
metanol (CH3OH) (DAMAZIO, 2007).
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3.5.2 Carbono Organico Total e Nitrogénio Total

O carbono organico em efluentes é constituido de uma ampla gama de compostos organicos
com estados de oxidacao diversos. Os métodos de Demanda Bioguimica de Oxigénio (DBO)
e Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) podem ser usados para caracterizar as fracbes dos
compostos de carbono passiveis de oxidacdo por processos bioldgicos ou quimicos. COT é
independente do estado de oxidagcdo dos compostos organicos, ndo medindo outros compostos
passiveis de serem oxidados, como 0s compostos de nitrogénio, enxofre, ferro, e manganés,
0s quais podem contribuir para a demanda de oxigénio nas determinacdes de DBO e DQO.
Esse determina a quantidade de carbono total (CT) e inorganico (Clinorg) €Xistente numa

amostra liquida, sem separar a materia biodegradavel da ndo-biodegradavel.

O carbono organico total (COT) € obtido pela diferenca entre o CT e 0 CIl. O CT ¢
determinado apds a injecdo de uma microporcdo homogeneizada de amostra em um forno
(680 °C) contendo um catalisador. A agua é vaporizada e o carbono da amostra é oxidado a
COa,, sendo quantificado por absorcdo no infravermelho ndo-dispersivo. Para a determinacao
de Clinorg (£ CO*", HCO™, CO) é adicionado acido fosforico (HzPO4) & amostra para converter
os carbonos inorganicos a CO», sendo esse analisado da mesma forma descrita anteriormente.
Para determinar a quantidade de carbono organicamente ligado, as moléculas organicas
devem ser quebradas e convertidas a forma molecular simples que pode ser medida
quantitativamente. O método utilizado para a determinacdo de COT trabalha em altas
temperaturas, com catalisadores no processo e fluxo de oxigénio. O CO, gerado é purgado da

amostra, seco e carreado com um gas de arraste até um analisador (APHA-AWWA, 2005).
3.5.3 Espectroscopia por Raman

A espectroscopia micro-Raman caracteriza e identifica 0s minerais e compostos através do
espalhamento de luz. A luz de um laser incide na amostra e a luz espalhada é analisada por
uma rede de difracdo, que detecta a presenca de fotons de outro comprimento de onda
(diferente do laser incidente). A diferenca de energia do foton incidente e espalhado esta
relacionada aos modos normais da vibracdo de moléculas ou da rede cristalina do material. O
espectro Raman fornece informagdes sobre os modos de vibracdo de um material; como
diferentes materiais apresentam estruturas atémicas diferentes, e como cada material
apresenta um conjunto de modos de vibracdo especifico (SKOOG, HOLLER, e NIEMAN,
2002).
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Os espectros Raman podem auxiliar na identificacdo de AMOX ou fragmentos da molécula
adsorvidas na superficie dos hidroxidos de ferro formados. A investigacdo da ocorréncia de
adsorcdo durante a conducdo do POA possibilita entender os caminhos da degradacéo, alem

de indicar destinagdo ambiental correta a essa lama.

A figura 29 traz uma estrutura molecular da AMOX com o0s atomos numerados para
identificacdo das vibracGes promovidas pela incidéncia de luz Laser sobre a amostra, para

auxiliar na identificacdo das bandas de absorcdo pela espectroscopia Raman.

O Hidrogénio
. Carbono

’ Oxigénio
O Nitrogénio
O Enxofre

Figura 29: Molécula de AMO X com atomos numerados, para identificacdo das bandas de
absorcéo na espectroscopia Raman
Fonte: BEBU et al., 2010
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4 MATERIAL E METODOS

Neste item estdo descritos os procedimentos para os ensaios de degradacdo por POA com
reagente de Fenton, bem como os utilizados na biodegradabilidade aerébia. Os materiais e
métodos analiticos ndo especificados no item 4.1, foram descritos junto a etapa dos processos

investigados.

A parte experimental deste projeto foi desenvolvida durante os anos de 2010 e 2011 nos
Laboratérios do Departamento de Engenharia Sanitaria e Ambiental (DESA) EEUFMG. As
determinacdes analiticas foram realizadas em Laboratorios pertencentes aos Departamentos
de Engenharia Sanitaria e Ambiental (DESA); Engenharia Metallrgica e de Materiais
(DEMET) e Quimica (DQ) do Instituto de Ciéncias Exatas da UFMG.

Os efluentes foram coletados e identificados pela equipe de Meio Ambiente da industria
geradora, transportados sob refrigeracéo, e entregues nos Laboratérios do DESA, onde foram

armazenados em Camera Fria, T = 3,5°C.

Teve-se, como meta, reduzir a0 maximo a geragdo de residuos, buscando trabalhar com
racionalizacdo no consumo dos reagentes, além de substituicdo de reagentes muito toxicos,
por reagentes com menor toxicidade. Os ensaios foram realizados em menor escala, visando a
reducdo do consumo de reagentes. Todos os residuos gerados foram segregados, para

destinacdo adequada, ao final da pesquisa.

4.1 Materiais e reagentes utilizados na pesquisa

e Agua ultrapura, gerada por osmose reversa, com o equipamento Purificador de Agua de
Osmose Reversa Biothec, modelo BT 701CO; condutividade elétrica = 0,02 pS.cm';

e Aspirador cirdrgico, modelo MA 156, Fanen, poténcia 550W;

e Balanca analitica, modelo AY 220, Shimadzu, com capacidade maxima 2209

e Banho-Maria, modelo MA 156, Marconi;

e Espectrofotdmetro UV/VIS Lambda KLS Perkin Elmer, equipado com célula de quartzo
(10 mm de caminho 6tico);

e Condutivimetro medidor portatil de EC/TDS/NaCl/°C, modelo HI9835, Hanna
Instruments;

e Cromatografo Liquido ICS1000 Dionex, coluna lonPac AS 22, 2 mm x 250 mm, com

separacdo via troca i6nica e deteccdo condutimétrica com supressdo idnica. Eluicdo

45

Programa de Pés-graduacdo em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos da UFMG



isocratica (fluxo = 0,25 mL.min.L™"), eluente: solucdo de NaHCOs; 0,8 mmol.L! e
Na,COs 4,5 mmol.L'?;

e Filtro analitico AP40 em microfibra de vidro, isento de resina, diametro 47 mm
(porosidade 0,45 pm), Millipore;

e Medidor de Potencial Redox, Metrohm, modelo 713 pHmeter, com eletrodo de EH PT/-
faixa de temperatura para trabalho: T=5"a 80°C emsolucéo de KC13mol.L%;

e Sistema de Jar Test, modelo: FlocControl I, PoliControl;

e Ultrassom, Super RK 103H, Bandelim Sonoplex;

e Unidade Filtrante descartavel, PVDF, com porosidade 0,45um, diametro 33 mm, estéril,
Millipore;

e Vidrarias usuais de laboratério.

Os equipamentos especificos, utilizados no controle dos processos investigados,
caracterizacdo dos efluentes e determinacdo da amoxicilina estdo especificados no junto aos

processos.

Na tabela 5 estdo listados os reagentes utilizados na pesquisa, seus fornecedores e grau de

pureza.

4.2 Caracterizacdo do efluente industrial e do principio ativo
amoxicilina, preparo das solucdes aquosas de amoxicilina

4.2.1 Caracterizagio do efluente industrial:

Os efluentes foram coletados apds a producdo em batelada do medicamento amoxicilina, no
sistema de tratamento da empresa representado pelo fluxograma da figura 30, onde os pontos
assinalados indicam os locais de coleta. O ponto P1 é o efluente bruto, P2 indica o eflue nte
apos hidrolise alcalina, e P3 é gerado apos acidificacdo com HCI. Os ensaios de POA foram
realizados com os efluentes de P1 e P3, e os reatores da biodegradabilidade foram
alimentados com P1, porque é o efluente bruto, antes de ser submetido a processos fisico-
quimicos de tratamento. N&o foram realizados ensaios com P2 porque esse ndo é descartado
do processo de tratamento. As coletas foram realizadas pela empresa, nas datas especificadas,

recebendo as seguintes denominagdes:

e Efluente 1: E1, emjulho de 2010
e Efluente 2: E2, emsetembro de 2010
e Efluente 3: E3, emoutubro de 2010

46

Programa de Pés-graduacdo em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos da UFMG



Unidade de producéo
AMOX

h 4

Tanque de descarte dos

efluentes Penicildmicos
pH=868

Limpeza do maquindrio

v
\
Acidificacdo (HCI)

Hidrélise Alcalina pH<50
(NaOH) —» |  Avaliacio da quebra do anel

H=117
P P—lactamico

Sobrenadante
J T Tanque de
sedimentagdo

{ Y 1 I_i

Figura 30: Fluxograma do processo de tratamento, com 0s pontos
de coleta das amostras

A empresa farmacéutica estudada, localizada na grande BH, MG possui uma linha de
produgdo exclusiva para esse medicamento, tornando possivel a coleta de amostras contendo
apenas 0 principio ativo da AMOX. Essa industria trata os efluentes gerados na linha de
producdo de penicilamicos por processos fisico-quimicos, alterando bruscamente o pH. Isso
leva a hidrolise do anel - lactamico, que é um indicativo da perda da atividade microbiana. E
um processo sequencial, realizado em batelada, com o tratamento de todo o efluente em cada
etapa do processo. Os pontos de coleta, identificados na figura 30, receberam a seguinte

denominacéo (Tabela 6):

Tabela 5: Identificacdo dos pontos de coleta dos efluentes

Ponto de Coleta Efluente E
Ponto 1 — P1 Etapa 1 - Penicilato ndo tratado
Ponto 2 — P2 Etapa 2 - Penicilato + NaOH
Ponto 3 — P3 Etapa 3 - Penicilato + HCI
Ponto 4 — P4 Etapa 4 - Apos quebra do anel
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O ponto 4 ¢ o efluente final, onde identifica-se a presenca ou auséncia do anel -lactamico por

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), com limite de deteccdo de 1,00 mg.L™* para

AMOX, antes do lancamento do efluente na ETEI, para posterior lancamento no curso

d’agua, proximo a industria.

Tabela 6: Reagentes utilizados na pesquisa

Reagente Formula Quimica Fabricante Teor minimo
Acido Cloridrico p.a HCI Quimex 37%
Acido Nitrico p.a. HNO; Quimex 65%
Acido Sulfdrico p.a. H,SO, Quimex 98%
Acido Sulfirico p.a. H,SO, Merck 98%
Amido solavel p.a. Merck 99,6%
Amoxil Farmaco a base de GlaxoSmithKline de México

amoxicilina S.A

Bicarbonato de sédio p.a. NaHCO; Nascalai 99,5%
Bicarbonato de sodio p.a. NaHCO, Merck 99,5%
Carbonato de sodio p.a. Na,CO; Nascalai 99,9%
Carbonato de sodio p.a. Na,CO; Merck 99,9%
Catalase bovina Albumin Bovine Serum Sigma Aldrich
Cloreto de amonio p. a NH,CI Vetec 99,5%
Cloreto de calcio p. a CacCl, Vetec 96%
Cloreto de ferro hexahidratado p.a., FeCl;.6H,0 Synth 97%
Clorof6rmio grau HPLC CHCl, JT Baker 99%
Dicromato de potéssio p. a., K,Cr,0, Synth 99%
Di-hidrogénio Fosfato de potassio p. a. KHPO, QM 98%
Glicose D(+) anidra p. a. Vetec
Hidrogénio Fosfato de potassio p. a. K,HPO, Nuclear 99,5%
Hidrogénio Fosfato de sodio p. a. Na,HPO, Nuclear 98%
Hidrogenoftalato de potassio p. a. CsH4(COOK)(COOH)  Nascalai
Hidroxido de sodio, p.a NaOH QM 97%
lodeto de potassio p.a Kl Nuclear 99%
Metanol grau HPLC CH;0OH JT Baker 100%
Nitrato de potassio p. a. KNO, Wako 99%
Perdxido de hidrogénio p. a H,0, Vetec 30%
Sulfato de manganés p. a MnSO, Vetec 98%
Sulfito de sodio p.a. Na,SO; QM 95%
Tiossulfato de sédio p. a. Na,S,04 Nuclear 99,5%
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A determinacdo de pH, potencial redox, condutividade, alcalinidade, COT (carbono orgéanico
total), COD (carbono orgéanico total dissolvido), CT (carbono total), NT (nitrogénio total)
NTD (nitrogénio total dissolvido), nitrogénio amoniacal, nitrato, nitrito e sulfato foram
realizadas pelas metodologias estabelecidas pelo Standard Methods for the Examination of
Water and Wastewater (APHA, 2005).

4.2.2 Preparo da solucdo aguosa de Amoxicilina

A amostra do principio ativo amoxicilina (AMO X), grau farmacéutico, foi dissolvida em agua
ultra-pura e em solucdo de HCI (pH = 3,0), sob agitacdo manual, em temperatura ambiente,
nas concentracdes de 1,0 g.L ™ e 0,5 g.L™. As faixas de concentracdes forma escolhidas acima
dos valores encontrados nos efluentes da industria estudada para possibilitar a quantificacdo
da degradacdo por COT, evitando assim determinagdes analiticas na faixa limite das curvas
calibracéo analiticas. Essas solucdes foram utilizadas nos os ensaios por POA com reagente
de Fenton; nos ensaios de biodegradabilidade aerébia da AMOX e para enriquecer o efluente

E2, investigado nas 2 (duas) baterias dos testes de biodegradabilidade.

4.2.3 Caracterizacdo do principio ativo amoxicilina (AMOX)

A amoxicilina (AMOX) é o principio ativo farmacéutico (PAF) utilizado para a formulagédo
de antibidticos. A empresa farmacéutica estudada, localizada na grande BH, MG possui uma
linha de producédo exclusiva para esse medicamento, e utiliza AMOX fabricado por ZHUHAI
United Laboratories Co. LTD. (certificado n° 190417009 de 15/04/2009), com identificacéo
por espectrometria de Infravermelho, apresentando hidratagdo de 13,1%. Para ter a garantia
que o reagente utilizado era amoxicilina, caracterizou-o, fazendo a determinacdo elementar
por CHN — carbono, hidrogénio e nitrogénio. Para verificar a estrutura quimica, fez-se a
determinacdo de RMN — Ressondncia Magnética Nuclear. A utilizacdo de uma Unica
metodologia ndo é suficiente para garantir a identificacdo de compostos organicos, por essa

razao utilizou-se essas duas técnicas.

o Andlise elementar por CHN

Ensaio realizado em Analisador CHN Perkin-Elmer, no Laboratério de Analise
Elementar, DQ/UFMG. Com essa metodologia foram determinadas as
concentragbes de carbono, hidrogénio e nitrogénio (CHN) na amostra sélida de
AMOX utilizada na pesquisa, e comparado com 0s valores estequiométricos

tedricos.
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o Espectrometria RMN - Ressonancia Magnética N uclear.
Espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear, fabricante: Bruker. Modelo
DRX - 400 (400MHz) e DPX - 200 (200 MHz) utilizando D,O (agua deleterada
como solvente). Correlacionando os valores dos picos do espectro de RMN *H
padrdo para amoxicilina como os valores obtidos para a amostra, podem-se

identificar similaridades, e assim, confirmar a estrutura do reagente.

4.3 Determinacdo da biodegradabilidade aerdbia

O teste de biodegradabilidade, dos efluentes da unidade de penicilamico e da solugdo aquosa
de amoxicilina, foram conduzidos com indculos oriundos de duas fontes: ETEI (Estacdo de
Tratamento de Efluentes Industriais) e ETE (Estacdo de Tratamento de Esgotos). Os indculos
ndo passaram pelo processo de adaptacdo com o efluente ou solugdo de AMOX, porgue esse
estudo procurou avaliar as condigcdes de langcamento em condigdes reais, onde os indculos ndo
sdo submetidos a etapas de adaptacdo a todos os composto, como na pesquiasi conduzida por

Alexy e colaboradores (2004).

Os ensaios seguiram o procedimento descrito por Zahn-Wellens (Diretiva 67/548/CE, OCDE,
1998; EPA 712-C-98-084). E um método padronizado, para avaliar a biodegradabilidade de
contaminantes ndo volateis, soliveis em agua, quando expostos a uma concentracao
relativamente alta de microrganismos (AMARAL, 2009; MASCOLO et al., 2010).

Os ensaios foram realizados sequencialmente, entre out/2010 a jan/2011. Na primeira bateria
de ensaios adicionou o inéculo de origem industrial, sendo denominada 1° Bio, e 0s ensaios

como indculo da ETE recebeu o codigo de 2° Bio.

4.3.1 Origem do indculo (lodo bioldgico)

e Fonte 1: ETEI de uma indUstria farmacéutica (oeste de MG), coletada em 12/10/2010, e
mantida em banho de gelo até sua utilizacdo, em 13/10/2010. Essa empresa trata todo o
efluente gerado nas varias linhas de producdo por processo fisico-quimico, seguido de
tratamento por lodos ativados. Esse indculo processa uma diversidade de farmacos, com carga
organica diversificada e grande variabilidade, apesar de ndo produzir antibi6ticos
penicilamicos.

e Fonte 2: ETE de tratamento de efluente sanitario, em Belo Horizonte, MG (coletado em

24/11/2010), que utiliza tratamento por lodos ativados. Esse indculo ndo possui aclimatacéo
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com cargas expressivas de farmacos, por processar efluente sanitario doméstico. Entretanto
recebe, constantemente, um aporte de diferentes principios ativos de medicamentos utilizados

pela populacdo em geral; e lancados na rede coletora de efluentes sanitarios.

Como os antibidticos sdo sintetizados com o objetivo de causarem efeitos adversos aos
microrganismos, € um fator importante para o teste de biodegradabilidade o impacto dessas

substancias a populacdo bacteriana presente nos indculos (ALEXY et al., 2004).

4.3.1.1 Procedimento de coleta e processamento dos 2 indculos

O ponto de coleta foi na descarga do tanque de tratamento por lodos ativados nas duas ETEs,
apos abertura do sistema e liberagdo do material retido na tubulagcdo. Os indculos foram
lavados com agua ultra-pura, para remog¢do da matéria organica aderida, deixados em repouso
para sedimentacdo. Dessa fracdo concentrada foram retiradas aliquotas para adicionar aos
reatores dos testes de biodegradabilidade aerdbia. A determinacdo de Solidos Suspensos
Totais (SST) e Solidos Suspensos Volateis (SSV) foi realizada de acordo metodologia 2540,
do Standard Methods for the Examination of Water & Wastewater, 21st, (AWWA, APHA,

2005), para estabelecer a quantidade de inéculo adicionado aos reatores.

4.3.2 Preparo da solucdo de nutrientes minerais

O preparo da solucdo de nutrientes foi realizado de acordo com Diretiva 67/548/CE, OCDE,
1998; EPA 712-C-98-084 (Zahn-Wellens Test), com detalhamento na tabela 7.

Preparacdo do meio mineral:

Misturar 10 mL da solucdo (A) com 800 mL de agua ultra-pura, e adicionar 1 mL das
solucbes (B), (C), e (D), em um baldo volumétrico de 1000 mL (Tabela 7). Completar o

volume e homogeneizar.
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Tabela 7: Solugéo estoque do meio mineral

Reagentes Formula Quimica Massa
Solucéo A

Di-hidrogénio Fosfato de potassio KH,PO, 8,50
Hidrogénio Fosfato de potassio K2HPQO, 21,759
Hidrogénio Fosfato de sédio hidratado Na;HPO,4.2H,0 3449
Cloreto de amdnio NH,4CI 0,59
Preparo:

Dissolver em agua ultra-pura, e transferir para baldo volumétrico de 1000 mL, completando o
volume e homogeneizar. Ajustar o pH para 7,4

Solucéo B

Cloreto de célcio anidro CaCl 2159
ou

Cloreto de célcio hidratado CaCk.2H,0 36,49
Preparo:

Dissolver em &gua ultra-pura, e transferir para baldo volumétrico de 1000 mL, completando o
volume e homogeneizar.

Sulfato de Magnésio heptahidratado MgS0O4.7H,0 22549
Preparo:

Dissolver em &gua ultra-pura, e transferir para baldo volumétrico de 1000 mL, completando o
volume e homogeneizar.

Solucéo D

Cloreto de ferro hexahidratado FeClz.6H,0 0,25¢g
Preparo:

Dissolver em &gua ultra-pura, e transferir para baldo volumétrico de 1000 mL, completando o
volume e homogeneizar.

Obs.: Utilizar esta solu¢do imediatamente ap0s o preparo. Se formar precipitados, substituir
imediatamente a solucéo.

Fonte: Diretiva 67/548/CE, OCDE, 1998;

4.3.3 Definicdo das amostras submetidas a biodegradacao

Os efluentes das industrias farmacéuticas apresentam grande variabilidade na concentracéo e
caracteristicas em termo carga organica. Para avaliar se a matriz dos efluentes, que contém
altas concentracGes de solventes organicos e compostos biodegradaveis, poderia mascarar a
remocdo dos principios ativos farmacéuticos (PAF), alimentou-se os reatores dos ensaios de
biodegradabilidade aerébia com efluente da linha de penicilamicos, os mesmo efluentes
enriquecidos com AMOX e solucdo aquosa de AMOX (MASCOLO et al, 2010, TROVO et
al, 2011).
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4.3.4 Controle do processo de biodegradabilidade

e Reatores utilizados: frascos erlenmeyer, em vidro borosilicato, de capacidade de 2000 mL,
e Sistema de aeracdo de aquarios individuais, utilizando ponta porosa como dispersor de ar;
e Volume do teste de biodegradabilidade: 1000 mL;

e Volume de todos os reatores foi completado com solugdo de nutrientes (item 4.3.2);

e Adicdo de indculo igual para todos os reatores de cada bateria de ensaios;

e Ajuste do pH entre 6,5 a 8,0, adicionando NaOH ou H,S0, a 0,1 mol L:;

e Sistema com aeracdo permanente, atraves de aerador de aquario, com reducdo na

incidéncia de luz, envolvendo todos os frascos com papel aluminio;
e Controle da biodegradacéo atraves da determinagdo de COD;

e Coleta das Amostras utilizando seringas acopladas a tubos de poliproprileno individuais,
volume coletado de 20 mL e filtradas em membranas de fibra de vidro, com porosidade de

0,45 pm, diretamente nos frascos analiticos do injetor ASI-V;
e Temperatura ambiente, entre 25°C a 30°C (out/2010 a jan/2011).

e |Intervalo entre as coletas das amostras: = 48 horas;

e Reposicdo das perdas por evapora¢do antes da retiradas das aliquotas para analise durante

todo o teste, mantendo o volume em 1000 mL;

4.3.5 Preparo das amostras dos ensaios de Biodegradabilidade aerobia

Os reatores, em duplicata, com as amostras em estudo, foram alimentados com as seguintes

amostras:

e AMOX, em solugdo aquosa na concentracéo de 0,4 mg.L*;

e Efluente farmacéutico E2, com COD = 486 mg L™, in natura, diluido 4 vezes;

e Efluente farmacéutico E2, com COD =486 mg L, diluido 4 vezes e enriquecido com
AMOX;

e Efluente farmacéutico E2, com COD =486 mg L, diluido 4 vezes e enriquecido com
AMOXIL,;
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Foi utilizado o principio ativo de amoxicilina (AMOX) utilizado na formulacéo de capsulas e
suspensdo e o medicamento ja formulado (AMOXIL) para avaliar se a presenca dos

excipientes interferiria na biodegradabilidade da amoxicilina.

Preparou-se 1000 mL dessas solugdes e foi completado o volume com solucdo de nutrientes
(item 4.3.2).

Foram preparados os reatores Branco, contendo o indculo utilizado e nutrientes; e reatores de
Controle da atividade microbiana, contendo o indculo utilizado, nutrientes e solucdo de

glicose, como descrito a sequir:

e R1 - reator Branco: solucéo de nutrientes;
e R2-solugdo de controle: glicose (0,5 g L") comsolucdo de nutrientes;

e R3e R4 - Solugdo aquosa de amoxicilina 0,5 g L™ (1°Bio) e 0,4 g L™ (2° Bio) em pH =
3,2, ajustado com HCla 0,1 mol L'*;

e R5e R6 — Efluente farmacéutico 2 in natura (E2) diluido 4x;

e R7 e R8 — Efluente farmacéutico 2 (E2) diluido 4x; enriquecido com 0,125 g L* de
AMOX (1°Bio), e 0,2 g L't de AMOX (2°Bio),

e R9 e R10 — Efluente farmacéutico 2 (E2) diluido 4x; enriquecido com 0,2 g de AMOXIL
(p6 para suspensdao oral — 500 mg/5 mL) (1°Bio), e 0,5 g de AMOXIL (2° Bio). O
medicamento AMOXIL possui o principio ativo amoxicilina e os excipientes utilizados na
formulacdo, além de ser o primeiro farmaco comercializado no Brasil com esse principio

ativo.

A tabela 8 apresenta dados das condicdes iniciais do 1° e 2° ensaios de biodegradabilidade,
sendo que as concentragfes de COT inicial foram determinadas nas amostras antes da adicdo

do indculo. Todos os ensaios foram realizados em duplicata.
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Tabela 8: Condi¢des iniciais do ensaio de biodegradabilidade aerdbia

Reatores Amostra COoT Volume Massa de indculo
inicial final (g.Lh

(mg L) (mL) ETEI ETE

R1 Branco 5,7 1000 520 660
R2 Glicose — Controle 250 1000 520 660
R3eR4  Amoxicilina— AMOX 220 1000 520 660
R5eR6  Efluente 2 130 1000 520 660
R7eR8  Efluente 2+ AMOX 160 1000 520 660
R9e R10 Efluente 2 + AMOXIL 50 1000 520 660

Os aparatos utilizados para a aeracdo foram fixados aos reatores. Na figura 31 sdo mostrados
detalhes das coletas e filtracdo das amostras para determinacdo de COD. As fotos dos reatores

da bateria de ensaios do 1° Bio s&o mostradas na figura 32.

F.

7w

2
. le 5

Reator e aparatos de aeracdo, | Sistema utilizado para | Sistema de Filtracdo
filtracdo e coleta das amostras | coleta das aliquotas utilizado

Figura 31 Fotos do sistema utilizado na biodegradabilidade aerébia
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Figura 32: Reatores de 1° Bio, a esquerda com reduc¢ao na incidéncia luminosa

4.3.6 Controle analitico da biodegradabilidade

4.3.6.1 Determinacdo de Carbono Organico Total Dissolvido (COD) e Nitrogénio Total

Esta andlise foi realizada segundo metodologia padrdo da APHA/AWW A/WEF (2005) secéo
5310 B — Método de combustdo a alta temperatura, utilizando o equipamento Analisador de
Carbono Organico Total — Shimadzu modelo TOC-VCPH e equipado com a unidade de
medicdo TNM-1 e injetor automatico ASI-V. A determinacdo do COT ou COD baseia-se em
oxidacdo via combustdo catalitica (680° C) com deteccdo por infravermelho ndo dispersivo
(NDIR), no Laboratério de Analises Instrumentais, DESA/UFMG.

As curvas de calibracdo foram verificadas semanalmente, com solucdo padréo de biftalato de
potéssio (CgHsKO4). Entre um grupo de 5 amostras foi inserido 01 frasco com agua ultra-pura

para minimizar contaminagdes cruzadas. Os resultados foram expressos em mg L™.

O COD e NTgisor referem-se as determinagfes nas amostras previamente filtradas em
membranas PVDE (fabricante Millipore), imediatamente ap6s sua coleta nos reatores, visando
a remocdo do lodo biolégico coletado com as amostras dos testes 1° Bio e 2° Bio. Foram

mantidas sob refrigeracdo até sua determinacdo analitica.

Os frascos utilizados no injetor automatico ASI-V foram, sistematicamente, lavados em
ultrassom, com 3 enxagues de agua ultra-pura, sem utilizacdo de produtos organicos de

limpeza, na temperatura ambiente.
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4.3.6.2 Preparo das amostras para analise por ESI-MS

A investigacdo preliminar da presenca de AMOX ou dos produtos de degradacdo, por ESI-
MS foram realizadas nas fracdes sobrenadantes coletadas para controle do processo dos
ensaios de biodegradacdo de AMOX, e as amostras foram filtradas em unidades filtrantes
descartaveis, PVDE (GARTISER, et al, 2007, MASCOLO et al, 2010), utilizando
espectrometria de massas com fonte de ionizacdo electrospray (ESI-MS). Como essas
amostras possuem uma matriz com menor concentragao de ions, adotou-se o procedimento de
diluicdo direta em metanol (CH3OH) grau HPLC. Para injetar as amostras no equipamento, o
solvente deve ser um composto organico idnico (CHsOH), para favorecer a separacdo e

ionizagéo (Figura 28).

I.  Diluicdo com solvente organico
Para as amostras geradas nos ensaios de biodegradabilidade aerdbia e para os efluentes da

indUstria farmacéutica:

o Pipetou com pipeta volumétrica 100 pL da amostra e transferiu para baldo volumétrico
de 10,00 mL
o Completou o volume com metanol grau HPLC e homogeneizou.

4.3.7 Calculo da biodegradabilidade

A porcentagem de degradacédo pode ser determinada pela sequinte equacéo:
. Ct - CB
Biodeg (%), = [1 — —] x 100
Cy — Cpy

Onde:
Biodeg: = degradacdo no tempo t, em%

Ca = concentracdo de COD (mg.L™) da solucdo teste, analisado apds 3h+30 min do

inicio da incubacéo;
C = concentracdo de COD (mg.L) da solucdo teste, no tempo t (dias);

Cga = concentracdo de COD (mg.L™) do teste em branco, analisado ap6s 3h+30 min

do inicio da incubacéo;
Cg = concentracdo de COD (mg.L™) do teste em branco, no tempo t (dias);

O wvolume dos testes foi mantido constante, e fixo em 1000 mL, completando-o para a

reposicdo das perdas por evaporacdo e o volume coletada das aliquotas para analise. Os
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valores de COD e NT, em cada tempo de degradacédo, foram corrigidos pelo fator de diluicdo
do processo do teste.

4.3.8 Descarte do inoculo apoés teste de biodegradabilidade

Para o descarte correto da biomassa utilizada nos ensaios de biodegradabilidade aerobia essa
pesquisa adotou o procedimento de secagem de todo o liquido e biomassa, de acordo com o
procedimento de Sélidos Totais (AWPA, 2005), acrescentando a etapa de calcinagdo a 700°C
em forno elétrico, para garantir a completa eliminacdo das bactérias alimentadas com

amoxicilina. As fotos das etapas do processo sao mostradas na figura 33.

Secagem do liquido | Secagem para posterior | Calcinacdo em forno
+ biomassa em| queima em capsula de |elétrico, a 700°C, da
banho-maria porcelana biomassa remanescente
Figura 33: Descomissionamento de biomassa utilizada nos ensaios
de biodegradacéao aerébia

4.4 Processo Oxidativo Avancado utilizando reagente de Fenton

Os testes oxidativos avangcados utilizando reagente de Fenton foram conduzidos nas solucbes
aquosas de AMOX, e nos efluentes E1, E2 e E3. Buscou-se, nesse estudo, estabelecer
parametros de contorno, sem o aprofundamento na cinética das reacdes. Parametros
otimizados em outras pesquisas semelhantes foram utilizados para estabelecer um diagnéstico
preliminar da degradacdo de AMOX e seus efluentes utilizando processos oxidativos
avangados com reagente de Fenton. Os ensaios foram realizados em triplicata, e apresentou-se

os valores da média.

Na conducdo dessa pesquisa adotou-se parametros de controle otimizados pelos pesquisadores
Ay e Kargi (2010) e Homem e colaboradores (2010) que estudaram a degradacdo de AMOX
em solucdo aquosa utilizando POA com reagente de Fenton, para as relagcbes entre carga
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organica e H,0,, H,0, e concentracdo de Fe?*. Os ensaios foram conduzidos na temperatura

ambiente, com agitagdo constante.

Os valores de pH reportados para degradacdo de AMOX ficaram entre 3,5 - 4,5 (AY e
KARGI, 2010, HOMEM et al., 2010). Optou-se por trabalhar em pH = 3,5 que é uma faixa
6tima do Fenton (figura 15) associado com anélises dos diagramas de Eh x pH (Figura 16 e
figura 17).

Para estabelecer a relacdo entre carga organica, em COD, e 0 H,O; necessario para a reacao,

utilizou a equacdo 16, que estabelecem a quantidade estequiométrica entre H,O, e C.

C + 2H,0- — CO, + 2H,0 (16)

68

12mol gt 68molg! :relacdo:2H,0,/C = —~58

A relacdo obtida da reacdo descrita pela equacdo (16) estabelece que, estequiometricamente,
para cada mol de C sdo necessérios 5,8 mols de H,O,. Para os ensaios desenvolvidos adotou-
se, como relacdo inicial estequiométrica, 1,0 mol de C para 7,0 mols de H,O,, trabalhando
com 20% de excesso de perdxido, porque o H,O; reage formando compostos intermediarios
mais refratarios a oxidacdo, como também inativando a ac¢do dos radicais *OH, como
mostrado nas equacdes 6 e 7 (MELERO et al., 2009).

Para amoxicilina pura (C1sH1oN3OsS — 365,4 g.molt) tem-se 52,5% de COT tedrico. Como a
AMOX utilizada possui trés aguas de hidratacdo (C1sH1gN30sS.3H,0 — 4194 g.mol?), o

valor tedrico de COT reduz para 45,7%.

As relagdes entre perdxido, carga organica e ions ferrosos estabelecidas para os ensaios de

degradacdo estéo apresentadas na tabela 8.

Tabela 9: Relac&o entre carga organica/peréxido de hidrogénio/ Fe**

Carga organicaem COD H,0, Relagdo Fe®* Relagdo
(mg LY (mg LY COD/H,0; (mg LY Fe?*/H,0,
100 700 17 70 1:10
100 1000 1:10 100 1:10
100 1400 1:14 140 1:10
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4.4.1 Metodologia para os calculos da taxa de remocéo de Carbono organico dissolvido

Para os célculos de remocdo de COD e consumo de peréxido de hidrogénio nos ensaios de

degradacdo com reagente de Fenton utilizou-se as seguintes equagdes:
Converséo de COD - %COD:

[coD],— [COD],
[COD];

%COD = x 100

Onde:

[CODJ; € a concentracdo de carbono organico dissolvido na alimentacdo dos ensaios;

[COD]: é a concentracéo de carbono organico dissolvido no tempo t;

Consumo de perdxido de hidrogénio: %: H,0;

[HZOZ]i - [H202]t

H,0, =
o [H,0,];

x 100

Onde:
[H202]i é a concentracdo do H,O, adicionado ao ensaio, para reagir com COD;
[H202]; é a concentracdo do H,O, residual, no tempo t.

4.4.2 Bateria de Ensaios de degradagdo com reagente de Fenton realizados

e Solucdo aquosa de Amoxicilina

As solucdes aquosas de AMOX foram preparadas com agua ultra-pura, tendo sido utilizado as
concentracdes de 1,0 g.L*, 0,5 g.L ! (AY e KARGI, 2010, HOMEM et al., 2010).

e Efluente industrial

Os efluentes industriais E1, E2 e E3 foram utilizados in natura, sem filtragdo prévia. Os
valores de COT de cada efluente balizaram os parametros dos ensaios, como a relacdo entre a

carga organica, peroxido de hidrogénio e fonte de ions de ferro ferroso. Essa pesquisa buscou
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a minimizacao de geracdo de residuos, por essa razdo o E1, que apresentou maior valor para
COT, foi diluido antes da reagdo com Fenton.

4.4.3 Preparo e padronizagdo de solucGes

e Peroxido de Hidrogénio:

As solucdes de H,O, foram preparadas por diluicdo a partir do reagente a 30%, com agua
ultra-pura. Em todas as solugdes foi determinada a concentracdo de peréxido real através da
metodologia iodométrica (SKOOG, 2006, VOGEL, 2008) (Anexo 2).

e Determinacdo do perdxido residual:

Foram coletadas aliquotas em intervalos de tempo previamente estabelecidos, e determinado a
concentracdo de H,O; pelo método iodométrico (Anexo 2).

4.4.4 Equipamentos utilizados

Para os ensaios de degradacdo por reagente de Fenton utilizou-se um equipamento Jar Test,
de 6 provas, modelo: FlocControl Il, PoliControl. A velocidade de mistura foi fixada em 150
rpm, e mantida durante as reacdes. Como cuba de reacdo usou-se bequeres de 1000 mL e
2000 mL. Os béqueres foram lavados, entre cada bateria de ensaio, com HCI a 5%, para

remocéo dos hidréxidos de ferro aderidos as suas paredes.

4.4.5 Ensaios de degradacdo da AMOX e efluente com reagente de Fenton

As baterias de ensaios de degradacdo consistiram do preparo das solugdes de AMOX ou
diluicdo dos efluentes, adicdo de sulfato ferroso amoniacal s6lido, com o sistema de agitacao
ligado, na concentracdo pré-estabelecida para cada bateria de ensaios (Tabela 9). Os ajustes

do pH foram feitos com solugéo de H,SO, 0,1 mol.L* apés adicdo de Fe?".

Avaliou-se a adicdo fracionada de perdxido, visando reduzir o consumo, pelas perdas de sua
degradacdo natural, assim como aumentar a degrada¢do da AMOX ou do efluente. Os ensaios
foram conduzidos a temperatura ambiente, em diferentes tempos de reacdo, mantendo a
velocidade de agitacdo constante (NOGUEIRA et al., 2007; AMORIM, 2010; MORAVIA,
2010, TROVO et al., 2011).

As aliquotas para controle da degradacdo foram coletadas em intervalos de tempo

previamente estabelecidos, para a determinagdo do peréxido residual por iodometria (Anexo
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2), e nas aliquotas para determinacdo de COT foram adicionadas solucdo de catalase para
cessar a reacdo de H,O,, e filtradas em unidades filtrantes descartaveis. Para sua preservagao

as amostras foram mantidas sob refrigeragdo, T < 4°C até a determiacdo do COT.

4.4.6 Controle analitico dos ensaios de degradacéo

4.46.1 Determinacdo do Carbono Organico Dissolvido - COD

Para estabelecer as curvas de degradacdo foi determinado COD (carbono organico
dissolvido). Retiraram-se aliquotas, em intervalos de tempo pré-estabelecidos, e o teor de

H,O; residual foi quantificado por iodometria (Anexo 2).

Nas aliquotas para a determinacdo de COD fez-se o ajuste do pH para 7, com adi¢do de
NaOH 0,1 mol.L?, e adicionou a enzima catalase para cessar a reacdo do perdxido de
hidrogénio. As aliquotas foram filtradas, em unidades filtrantes descartaveis (porosidade
0,45um), e mantidas sob refrigeragdo a T < 4° C. A determinagdo de COD foi realizada pela
metodologia descrita no item 4.3.6.1. Para estimar a contribuicdo de COT da enzima catalase
adicionada as aliquotas dos testes, determinou-se a concentracdo de COD nas amostras branco

contendo apenas solucéo da enzima catalase.

Para os calculos de remocéo de COD considerou-se o processo de concentracdo dos reatores,

coma retirada das aliquotas para analise.

4.4.6.2 Espectrometria de massa com ionizacdo por eletrospray

Para o preparo das amostras para investigacao dos compostos e fragmentos por ESI-MS fez-se

extraco liquido-liquido com clorofdrmio (CHCIs) grau HPLC, densidade p = 1, 135g cm™.

Preparo das amostras para MS-ESI por Extracdo Liquido-Liquido

o Pipetou 10,00 mL da amostra e transferiu para funil de separagéo;

o Adicionou 20,0 mL, de cloroférmio ao funil;

o Agitou as fracBes no funil, por 5 min, suavemente, para evitar a formacéo de emulséo;
o Liberou os gases formados, separou das fases e recolhendo-as;

o Repetiu-se todo o procedimento 2 vezes, adicionando cloroformio a fase aquosa ja
extraida;

o Juntou-se as 3 fases organicas, e levou para evaporacdo em banho-maria, entre 50°C a

55°C, para eliminar todo o solvente cloroférmio (ponto de ebulicdo: CHCkL = 61°C),

lentamente, evitando arrastes de compostos organicos extraidos;
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o Ressolubilizou a fragdo extraida com metanol, grau HPLC;
o Transferiu para baldo volumeétrico de 10 mL, completando o volume com metanol, e
realizou a determinacdo analitica (SKOOG, 2006; VOGEL, 2008).

4.4.7 Investigacio da sor¢do de amoxicilina na lama formada

Durante 0 processo oxidativos com reagente de Fenton observou-se a formagdo de um
precipitado, ja esperado. Apds o término dos ensaios esse material sedimentava-se, antes da
etapa de neutralizacdo. Essa formacdo de precipitados durante o processo de degradacao
despertou o interesse em identifica-lo, em relacdo a estrutura fisica e mineraldgica, além de

investigar a ocorréncia de sorcéo de matéeria organica.

O material foi recolhido de uma bateria de ensaios com reagente de Fenton, denominado
POA/AMOX-4, alimentado com solucéo aquosa de AMOX a 1,0 g.L™, com tempo de reacéo
de 60 min.

4.47.1 Preparo das amostras para caracterizacio fisica e mineraldqgica

As solucdes finais dos reatores dos ensaios de POA foram sedimentadas, sem ajuste do pH.
Retirou-se sobrenadante, e o precipitado foi centrifugado. As lamas obtidas (POA/AMOX-4)
foram secadas sob vicuo, em dessecador com silica gel, na temperatura ambiente. As

amostras foram, posteriormente, desagregadas manualmente e analisadas.

4.4.7.2 Determinacio de Carbono organico Total (COT) na lama

Para essa analise utilizou a unidade SSM 5000A acoplado ao Analisador de Carbono
Organico Total modelo TOC-VCPH, Shimadzu, no Laboratdério de Analises Instrumentais,
DESA/UFMG.

4.4.7.3 Determinacdo da Distribuicdo granulométrica

As amostras em suspensdo foram transferidas para cuba do aparelho, sob ultra-som, para a
determinacdo da distribuicdo granulométrica. Um raio laser incide sob a amostra dispersa em
agua, e por comparacdo com valores padrdes de tamanhos de particulas previamente aferidos,
obtem a curva granulométrica. O conhecimento da distribuicdo granulométrica desse material

pode auxiliar nos processos de tratabilidade dos efluentes pos-degradacéo, antes do descarte.

A distribuicdo granulométrica da lama POA/AMOX-4 foi determinada por difracdo laser em
analisador de distribuicdo granulométrica, marca CILAS 1064 (Franga); faixa operacional:

entre 0,05 pm e 500 pm. Fragdes da lama foram previamente dispersadas em cerca de 15 mL
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de &gua deionizada, e submetidas a um banho de ultra-som por 120 s, no Laboratério de
Hidrometalurgia, DEMET/UFMG.

4.4.7.4 Area superficial especifica (ASE)
Para a determinacdo da Area Superficial Especifica (ASE) do lodo utilizou o modelo de

adsorcdo do tipo BET, proposto pelos pesquisadores Brunauer, Emmett e Teller, que
desenvolveram esse método, no inicio do século XX, por adsorcdo de N, a 77 K. O calculo da
area é feito combase no volume de nitrogénio introduzido na amostra e na area ocupada pelas
moléculas de N». A determinacdo da area superficial nesse material objetivou conhecer sua
possivel capacidade de adsorcdo, para entdo investigar rotas de remocéo por adsorgdo nessa

lama.

O equipamento utilizado para medir a area superficial e a distribuicdo de tamanhos de poros
através de adsorcdo de gas N, foi o Autosorb-1 modelo Nova Station A NOVA-1000, marca
QUANTACHROME, utilizando N, como agente adsorbato, na temperatura T = 77,350K e p
= 0,808 g cm™. Densidade da amostra: p = 4,8 g cm™>no Laboratério de Hidrometalurgia,
DEMET/UFMG.

4.47.5 Andlise por difracdo de Raios X

A difracdo da lama identificou os minerais presentes, mas pelas caracteristicas do processo de
formacdo, parte do material tinha caracteristicas amorfas, tornando necesséria a utilizagdo de
outras técnicas para sua identificacdo. A difracdo de raios X proporciona informacdes sobre a
cristalografia da amostra de lama, com identificacdo de fases, tamanho de moléculas e
medidas de distancias intermoleculares. A técnica utiliza um feixe de elétrons acelerado em
direcdo a um alvo metélico com diferenca de potencial em torno de 100kV. Apos a colisdo,
parte da energia do feixe de elétrons € convertida em raios X, formando um feixe. Quando
esse feixe de raios X passa por uma fina camada do material em analise, diminui sua
intensidade devido a absorcdo e ao retroespalhamento do feixe. Quando esse
retroespalhamento acontece no interior de umcristal bem ordenado em que as distancias entre
0s centros de retroespalhamento (distancias interplanares) sdo da mesma ordem de grandeza
do comprimento de onda da radiacdo X, ocorrem interferéncias nos planos do cristal,
resultando na difracdo de raios X (SKOOG, HOLLER, e NIEMAN, 2002).

As amostras de lama foram submetidas & anélise de difragdo de raios X em um Difratbmetro
da marca PHILIPS (Holanda), modelo PW1710, utilizando radiacao CuKa (tubo de anodo de
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cobre), corrente de 20mA, tensdo de 40kV, varredura ao passo de 0,06°20/s, tempo de
contagem de 1s™, varredura de 4°a 90°26, no Laboratério de Raios-X, DEMET/UFMG.

4.4.7.6 Espalhamento de luz Raman

As analises por Raman informaram o mineral formado, e a presenca de picos associados a
ligacOes organicas, caracterizando adsor¢cdo de AMOX na lama. A espectroscopia Raman
possibilita analisar pequenas quantidades de antibidticos adsorvidos em superficies (SKOOG,
HOLLER, e NIEMAN, 2002; PETERSON, et al, 2009). Para a analise utilizou um
Espectrémetro Raman LABRAM-HR 800, Horiba/Jobin Yvon, com Laser HeNe (632,8nm).
A poténcia de 6 mW incide na amostra através de um microscépio O lympus BX-41 (objetivas
100x), e um filtro reduz esse poténcia em 100 X. O tempo de aquisicdo variouentre 10 e 30s e
para aumentar a razéo sinal/ruido o namero de aquisi¢fes foi de 10 vezes. Esse equipamento

pertence ao Laboratério de Espectroscopia Raman, DEMET/UFMG.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao do efluente industrial

Os efluentes industriais foram coletados em julho/2010-E1, setembro/2010-E2 e
outubro/2010-E3. Esses apresentaram caracteristicas distintas, confirmando a sazonalidade

nas etapas produtivas.

A determinacdo do COD dos efluentes E1, E2 e E3 nas diferentes etapas estdo apresentadas
na tabela 10. Analisando os dados apresentados na tabela 10, as taxas de remogdo, entre 0s
pontos do tratamento utilizado pela empresa em sua ETEI, mostraram-se bastante variavel
entre os efluentes (taxa de remogédo: E1<E3<E2), caracterizando a variabilidade do processo
de geracdo do efluente e do tratamento utilizado, como nos efluentes da linha de producéo de
aciclovir, estudados por Mascolo e colaboradores (2010), que apresentaram COT entre 10000
mg.L* a 30000 mg.L™?.

Avaliando os dados de E1 observou-se que a reducdo da carga organica entre as etapas de
tratamento ndo foi significativa. A fragdo removida de COD entre P1 e P2 ficou em 5,7%, e
entre as etapas P1 e P3 obteve-se uma remocdo de 6,6%. Apos a quebra do anel penicilamico
(ponto 4) a remocdo foi mais significativa, em torno de 42% da carga organica. Para 0s
efluentes E2 o processo de tratamento mostrou-se eficiente, com remocdo de 97% da carga
organica entre os pontos P1 e P2. Para o efluente E3 a remogéo foi menos significativa, com

remocéo de 13% entre os pontos P1 e P2 (Tabela 10).

A remogdo do nitrogénio nos trés efluentes estudados mostrou-se bem baixa, entre os pontos
P1 e P2 (Tabela 10), o que pode indicar a presenca da molécula ou fragmentos da molécula de
AMOX no efluente. Os nitrogénios na molécula de AMOX estdo ligados entre o anel -
lactamico e o anel tiazolidinico, e aos grupamentos aminos. Esses grupamentos mostraram-se
presentes nos produtos de degradacdo do mecanismo proposto por Trovd e colaboradores
(2011), mostrados na Figura 24. Isso pode indicar que o tratamento utilizado pode quebrar o

anel B-lactamico, mas os produtos de degradacdo da AMOX permanecem nos efluentes.
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Tabela 10: Valores para COD, CT, Ci e NT nas diferentes etapas de tratamento na ETEI

Efluente E1 —jul/2010 COD CT Clinorg NT
(mg L) (mg L) (mg L) (mg L)
Ponto 1 P1 1484 1496 12,23 15,14
Ponto 2 - P2 1400 1409 8,57 16,73
Ponto 3 - P3 1386 1392 507 13,23
Ponto 4 — P3 862 871 9,00 17,56
Efluente E2 —set/2010 COD CT Clinorg NT
(mg L) (mg L™ (mgL")  (mgL?)
Ponto 1 P1 486 4 4908 4,408 24,55
Ponto 2 - P2 14,36 25,71 40,07 23,52
Ponto 3 — P3 14,03 50,6 36,57 4,114
Efluente E3 — out/2010 COD CT Clinorg NT
(mg L™) (mg L™) (mg L™) (mg L™)
Ponto 1 _P1 7706 773,2 2619 26,3
Ponto 2 - P2 669,6 688,2 114,48 26,06
Ponto 3 — P3 502,1 513,1 11,01 27,83

Obs.: Ponto 4 ndo foi enviado nas coletas efetuadas em set/2010 e out/2010.
COD: Carbono orgénico dissolvido

Clinorg: Carbono inorganico
NT: nitrogénio total

Os resultados da caracterizagdo fisico-quimica dos efluentes coletados (Tabela 11) mostram
uma variabilidade em suas caracteristicas, indicando que o processo de formulagdo em batelada
apresenta diferengas significativas, 0 que pode influir na sua tratabilidade, que corroboram com
0 estudo de Mascolo e colaboradores, 2010.

O NO; encontra-se abaixo do limite de deteccdo, justificavel pelo valor do potencial redox
das amostras. As amostras apresentam valores baixos de condutividade, devido as baixas
concentragfes dos ions em solucdo. O teor de CI' é considerado baixo, 0 que minimiza as

possiveis interferéncias desse como competidor pelo radical *OH no tratamento com reagente
de Fenton (ARSLAN-ALATON e GURSES, 2004).
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Tabela 11: Caracterizagéo do Efluente E1, E2, E3, antes da etapa de hidrolise (P1)

Parametro E1-jul/2010 E2-set/2010 E3-out/2010
COT (mgL)) 1484 436 770
N total (mgL™) 15,14 24,55 26,3
Condutividade (uS) 15,1 24,6 26,3
Potencial redox (mV) 770 521 510
Cloretos CI' (mg L™) 15,62 23,91 1,10
Sulfatos SO,* (mg L™) 6,98 181 0,94
Nitrato NO3™ (mg L™) 1,19 1,67 1,23
Nitrito NO, (mg L™) < 0,05 < 0,05 <0,05

Obs.: NO, < 0,05 mg L™ : Limite de deteccdo para a metodologia utilizada

5.1.1 Espectros de ESI-MS — Espectrometria de massa com ionizacgédo por eletrospray

Buscando identificar produtos de degradacdo presentes nos efluentes, fez-se analises
exploratdrias dos 3 efluentes, por ESI-MS. Os espectros obtidos para os efluentes E1, E2 e
E3, coletado no ponto 1 (P1) sdo apresentados nas figuras 34, 35 e 36. Esses resultados
podem ser comparados ao estudo com efluente farmacéutico real, na China, que mostrou as
transformac6es de um antibiotico B-lactimico (PEN G) em seus produtos de degradagédo (LI
et al., 2008), apos as etapas de tratamento semelhante a utilizada pela industria mineira. O
sistema de tratamento da inddstria chinesa é composto por 4 etapas: tratamento anaerobio,
hidrolise e acidificagdo, tratamento aerdbio primario e tratamento aerdbio secundario. Os
resultados entre os efluentes chinés e brasileiro podem ser comparados, porque os dois
antibiéticos sdo da familia das penicilinas, e possuem estrutura quimica muito semelhante,
sendo que a AMOX possui uma amina ligada ao carbono 6 e um radical OH no carbono 1
(Figura 3 e 4).

No efluente chinés foram quantificados os produtos de degradacdo durante todas as etapas,
indicando as provaveis rotas de transformac6es ocorridas durante o tratamento. Na tabela 3
sdo apresentados os gradientes de remocdo em cada etapa, incluindo os produtos de

degradacdo. O anel B-lactamico é quebrado, mas permanecem os anéis tiazolidinicos (Figura
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2 e 3) e anéis aromaticos nos produtos de degradacdo formados, como mostrados na rota
proposta de degradacao (Figura 5).

A hidrolise da amoxicilina leva a formacéo de acido penicildico amoxicilina, em que ocorre
uma adicdo de OH ao anel B-lactamico. Essa hidrolise pode ter ocorrido naturalmente no

frasco de armazenagem, devido a baixa estabilidade do anel B-lactamico (NAGELE e
MORITZ, 2005; KLAUSIN et al., 2010; TROVO et al., 2011).

Para E1, coletado antes da etapa de hidrdlise (P1), a presenga da AMOX (C16H19N305S) pode
ser atribuida ao pico m/z = 365,24 no espectro MS-ESI (Figura 34). Outros picos com maior
intensidade e maior razdo m/z ndo foram investigados, porque o interesse dessa pesquisa foi

investigar a degradacdo da AMOX. As amostras foram injetadas apos diluicdo em CH3OH,
grau HPLC.
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Figura 34: Espectro de ESI-MS obtidos para o efluente E1, coletado
em P1, com o pico m/z 365,24 atribuido a amoxicilina

No espectro ESI-MS realizado para o E2, coletado antes da etapa de hidrolise (P1), o pico m/z

= 383,06 foi atribuido ao acido penicildico amoxicilina (C1sH21N306S), identificado por

69
Programa de Pés-graduacdo em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos da UFMG



Négele e Moritz (2005), para AMOX em solucdo aquosa. A presenca de outros picos (m/z=
858,99, 874,49, 639,49, 722,85) para valores maiores da relagdo m/z e alguns com maior
intensidade podem indicar a presenca de compostos provenientes dos excipientes, corantes e
aromatizantes utilizados nas formula¢6es dos medicamentos (Figura 35).
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Figura 35: Espectro de efluente E2 coletado em P1, por ESI-MS,
com o picom/z 383,1 atribuido ao &cido peniciléico amoxicilina,
produto da hidrélise da AMO X

Na analise do espectro ESI-MS do efluente E3, amostrado em P1, antes da etapa de hidrolise,
0 pico m/z = 383,06 pode ser atribuido ao acido penicildico amoxicilina (C16H21N306S),
dados concordantes com o estudo de hidrolise de AMOX em solucdo aquosa desenvolvidos
por Négele e Moritz (2005) (Figura 36). Os outros picos, com maior intensidade ndo foram

investigados, e podem ser atribuidos aos excipientes e corantes.
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Figura 36: Espectro ESI-MS para E3, amostrado em P1, antes da hidrélise
com o pico m/z 384,1 atribuido ao &cido penicildico amoxicilina, produto da
hidrélise da AMOX com identificagcdo do produto de hidrélise da AMO X

Nos espectros obtidos através de ESI-MS para os trés efluentes estudados foram identificados
a presenca de AMOX, ou um de seus produtos de degradacdo, o acido penicildico

amoxicilina, que possui, emsua estrutura quimica o anel fenolico.

5.2 Caracterizacao do reagente utilizado — amoxicilina

Como o reagente utilizado para os ensaios ndo € um padrdo analitico, e sim um reagente

utilizado para formulacdo de medicamentos, essa etapa de identificacdo foi necessaria.

5.2.1 Determinacéo elementar por CHN (carbono, hidrogénio e nitrgénio)

A determinacdo por CHN possibilita quantificar as fracbes dos principais elementos que
formam as moléculas organicas, no caso Carbono, Hidrogénio e Nitrogénio. Os valores
obtidos para AMOX estdo proximos a composicao estequiomeétrica tedrica, para a formula

quimica: C16H19N305S, como mostrado na tabela 12, em determinacéo em duplicata (ensaio
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1 e 2). Esses resultados devem ser comparados com outras técnicas analiticas para
confirmacdo da estrutura quimica do composto.

Tabela 12: Valores tedricos e encontrados na determinagéo por CHN

Composto C (%) H (%) N (%)
Ensaio 1 Amoxicilina tri-hidratada 43,08 515 9,54
Ensaio 2 Amoxicilina tri-hidratada 46,37 552 10,12
Valor estequiométrico  Amoxicilina 46,04 4.8 10,07

5.2.2 Espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear - RMN

O espectro RMN 'H obtido para AMOX corresponde ao espectro padrdo da AMOX,
mostrado na figura 37 e nos deslocamentos 61 H (m) da amoxicilina padrdo, apresentados na
tabela 13. Sob os picos tem-se os valores das areas, e 0s pontos caracteristicos estdo

representados pela intensidade do sinal dos hidrogénios correspondentes.

Tabela 13: Deslocamento quimico &' (ppm) RMN *H AMO Xgeacente € AMOXep aprio

Posic&o 8" H (m) AMOX Reagente &' H (m) AMOX Padr&o

1 OH -

2 CH 6,94** 6,98
3 CH 7,34%** 7,39
4 CH 6,90**

5 CH 7,29%**

6 CH 5,10 512
7 NH -

8 CH 5,45

9 CH 5,45

10 CHs 1,37

11 CH;j 1,37

12 CH 4,10 4,15
13 COOH -

14 NH; o

Obs.: * Hidrogénio ndo identificados no espectro de RMN devido a possiveis interagdes
existentes entre a agua presente no meio.
** g *** Podem estar trocados entre si.
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Figura 38: Espectro de RMN "H completo da AMOX estudada
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Na tabela 13 estdo os valores tabelados de deslocamento quimico para os hidrogénios ligados
aos diferentes grupos funcionais. Na identificacdo da AMOX alguns hidrogénios ndo foram
identificados, devido a possiveis interacdes existentes entre a agua utilizada como solvente,
como relatado no trabalho de Hirata (2008). Correlacionando os valores dos picos do espectro
de RMN 'H padrdo para amoxicilina (Figura 37) como os valores obtidos para o reagente
AMOX utilizado nessa pesquisa (Figura 38) podem-se identificar similaridades,

caracterizando-o como amoxicilina.

A associacdo entre os resultados obtidos através da andlise de CHN e o espectro RMN

confirmam que o reagente utilizado na pesquisa era Amoxicilina.

5.3 Determinacédo da biodegradabilidade aerdbia

Os ensaios realizados possibilitaram correlacionar informagdes sobre a biodegradabilidade da
amoxicilina em solucdo aquosa, do efluente industrial e do efluente enriquecido com AMOX,

comparando os processos alimentados com indculos de duas origens.

5.3.1 Caracterizacdo dos Solidos nos indculos

A caracterizagdo dos Solidos Suspensos Totais (SST) e SAlidos Suspensos Volateis (SSV) nos
inbculos foi necesséria para estabelecer a quantidade de biomassa a ser adicionada aos
reatores. Os indculos foram utilizados apds sedimentacdo, corrigindo os valores de SST e
SSV com a concentracdo obtida e os valores para SST e SSV encontrados para os lodos
utilizados sdo apresentados na tabela 14, assim como a concentracdo utilizada nos testes de

biodegreadacdo aerdbia.

Tabela 14: Caracterizagdo dos SST e SSV, ap0s lavagem e sedimentacdo dos inoculos e a
concentragdo adionada aos reatores dos testes de biodegradabiliadde

Soélidos Inéculo ETEI (g.L™Y) Inculo ETE (g.L %)
SST 10,2 29,1
SSV 8,7 26,5
Massa adicionado aos Inéculo ETEI (g.L™?) Inéculo ETE (g.Lh)
reatores
SST 610 725
SSV 520 660
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5.3.2 Resultados dos ensaios de biodegradacao

Os ensaios de biodegradabilidade aerobia foram realizados em periodos distintos para os 2
inbculos. O 1° ensaio de biodegradabilidade (1° Bio) teve a duracdo de 37 dias, atingindo o
patamar de estabilidade para glicose a partir do 5° dia. O 2° ensaio de biodegradabilidade (2°

Bio) foi conduzido por 56 dias, com estabilizacdo da glicose a partir do 5° dia.

5.3.2.1 Biodegracdo de AMOX em solucdo aquosa

A solucdo de amoxicilina em agua, para 1° Bio apresentou biodegradabilidade em torno de
55%, 0 que pode caracterizar alguma refratariedade e persisténcia ambiental, para o indculo
utilizado (figura 39). Esse era oriundo de uma estacdo de tratamento de efluentes industrial
(ETEI) de uma indUstria farmacéutica, que ndo produzem antibioticos p-lactamicos, e
correspondeu a mesma taxa de degradacdo obtida por Gartiser e colaboradores (2007) em
ensaios de degradacdo de AMOX por Zahn-Wellens (Figura 10). As concentragdes iniciais e
finais de COD dos reatores do 1° e 2° ensaios de biodagradabilidade bem como a taxa de

remocédo de COD estdo apresentadas a seguir:
AMOX 1° Bio:

e Reator de Controle: solucao de glicose
e Inoculo ETEI

e CODinicia = 222,0 mg.L*

e CODjin = 133,6 mg.L*

e Taxa de remocao de COD = 39,8%

AMOX 2° Bio:

e Reator de Controle: solucdo de glicose
e Inoculo ETE

e CODinicia = 297,3 mg.L"

e CODjin = 60,6 mg.L"

e Taxa de remocdo de COD =79,6%
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Remocao de AMOX 12 e 22 ensaios Zahn-Wellens

110

------- @~ Glicose 12 Bio
------ AMOX 12 Bio

-+#2+++ Glicose 22 Bio
....... = AMOX 22 Bio

b

S

% Biodegradacdoem COD

Tempo (dias)

Figura 39: Biodegradabilidade aerdbia por teste de Zahn-Wellens da solu¢gdo de AMO X
com indculos de ETEI (1° Bio) e ETE (2° Bio), e glicose no reator de controle

Para o indculo oriundo da ETE (figura 39) a degradacdo da AMOX 2° Bio encontra-se acima
de 70%, a partir do 10° dia do ensaio. Esta eficiéncia na degradacdo da AMOX com o indculo
procedente de uma ETE urbana pode estar relacionada, provavelmente, ao aporte constante de
amoxicilina aos reatores, através do lancamento desse farmaco pela populacdo em geral, visto
gue esse € o antibiotico com maior venda no Brasil. Isto pode ter levado ao desenvolvimento
de cepas de bactérias aptas a degrada-lo, no sistema de lodos ativados da ETE, apesar de ndo

ser um inoculo adaptado.

A degradacdo de nitrogénio seguiu a mesma tendéncia da degradagdo de carbono orgénico,
podendo indicar que o nitrogénio presente na estrutura molecular da AMOX (figura 3) serviu
de nutrientes para 0s microorganismos presentes nos inoculos utilizados. Os valores

apresentados sdo a média entre os reatores R3 e R4 tanto para 1° e 2° Bio (figura 40).

As concentrac@es iniciais e finais de NT dos reatores do 1° e 2° ensaios de biodegradabilidade

bem como a taxa de remocédo de N'T estdo apresentadas a seguir:
NT amox 1° Bio:

e NTinicial = 53,5 mg.L"
o NTfina = 39,5 mg. LY
e Taxaderemocdo de NT = 26,2%
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NT amox 2° Bio:

o NTinicial = 42,7 mg.L"
o NTina = 9,8 mg.L"
e Taxaderemocdode NT =77,0%

Comparativoremocdo COD e NTD 12 e 22 ensaio Zahn-Wellens - AMOX
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Figura 40: Comparativo da remogé&o entre COD e NT gissowido, 1° € 2° ensaios de

Biodegradabilidade aerdbia para solugdo aquosa de AMO X
realizados com indculos de ETEI (1° Bio) e ETE (2° Bio), e glicose no reator de controle

5.3.2.2 Investigacdo dos compostos presentes nas fracdes do reator 3, AMOX

Foram analisadas, por ESI-MS, amostras coletadas durante o ensaio de biodegradabilidade
aerdbia, do reator 3 (R3), alimentado com solucdo aguosa de amoxicilina. Nas figuras 41, 42 e
43 sdo apresentados os espectros para a fracdo inicial antes da adicdo do inoculo, e apés

adicdo do indculo, bem como a fracdo referente ao quinto dia do ensaio de degradagéo.

A complexidade dos espectros ESI-MS gerados ndo possibilitou a identificagdo dos produtos
de degradacdo da amoxicilina. As interacdes entre compostos organicos oriundos do inoculo,
juntamente com os produtos do metabolismo da microbiota contribuiram para tal

complexidade.

Optou-se em ndo apresentar os resultados das fracdes R3 geradas no teste 2° Bio, porque

apresentaram espectros de ESI-MS semelhante aos R3 para o 1° Bio.
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Figura 41: Espectro ESI-MS da aliquota do R3, ensaio 1° Bio - fragao inicial
com o pico m/z 365,06 atribuido a amoxicilina
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Figura 42: Espectro ESI-MS da aliquota do R3, ensaio 1° Bio, fracédo
inicial, apds adi¢céo do in6culo
com o pico m/z 365,06 atribuido a amoxicilina.
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Comparando os espectros ESI-MS (Figuras 41 e 42) observou um acréscimo de picos, na
figura 42, mais adensado na regido de massa/carga (m/z) maior, que pode ser atribuida aos
compostos organicos carreados juntos com o inoculo, levando a conclusdo de que o
procedimento adotado para lavagem do indculo ndo removeu, com eficiéncia, os compostos
presentes, em maiores concentracao, e passiveis de ionizacdo pelo sistema de eletrospray e

detectaveis por espectrometria de massas.

Fez-se uma tentativa de identificacdo de produtos de degradacdo, para a fracdo 1° bio,
coletada apdés 5 dias de ensaio. O pico mz/ = 310 pode ser atribuido ao composto
C14H20N303S e 0 pico m/z = 176 ao composto CgH1oNO3S, como apresentado no mecanismo
de degradacdo, proposto por Trovo e colaboradores (2011), para AMOX, apresentado na
figura 24. Essa ¢ uma identificagdo preliminar, sem os devidos aprofundamentos analiticos,
que inclui a fragmentacdo dos picos identificados e analise por cromatografia liquida com

deteccdo com espectrometria de massas. (Figura 43).

HG\C::G'
)
| i\
th,l”'(><'3 ~H
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Figura 43: Espectro ESI-MS da aliquota do reator R3 AMOX, ensaios 1° Bio,
frac&o apods 5 dias de degradacéo
com identificacdes de picos atribuidos a produtos de degradac&o da amoxicilina.
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5.3.2.3 Degradacdo do efluente real

Para o efluente 2 (E2) oriundo da planta de amoxicilina, os ensaios de biodegradabilidade
aerobia estdo apresentados na figura 44. O 1° Bio (inoculo ETEI) atingiu taxa de degradacéo
de 90% a partir do 3° dia, indicando que o indculo oriundo da ETEI estava bem adaptado as
caracteristicas de carga organica de efluentes de indUstria farmacéutica, como excipientes,
corantes e solventes utilizados nos processos industriais. A curva de biodegradacdo aerobia
obtida com o in6culo 2 (2° Bio — indculo ETE) apresenta-se um comportamento muito
diferente, com oscilagdes bruscas entre t = 0 e t = 25 dias de teste. A degradacdo comecou a
estabilizar em t = 35 dias, com mudanca na inclinacdo da curva, e atingindo 70% de
degradacdo em t = 45 dias. Pode-se explicar esse comportamento pelo fato que o microbiota
utilizada, procedente da ETE ndo encontrava-se adaptada as caracteristicas das cargas
organicas de efluentes procedentes de uma indUstria de farmacos. As concentra¢@es iniciais e
finais de COD dos reatores com E2 (coletado no ponto Pl)do 1° e 2° ensaios de
biodagradabilidade bem como a taxa de remocdo de COD estéo apresentadas a seguir, com o

reator de controle alimentado com solucdo de glicose
Efluente E2 1° Bio, para 28 dias de teste de biodegradacao:

e Indculo ETEI

e CODjnicia = 135,3 mg.L*

e CODfjng = 8,2 mg.L"

e Taxa de remocdo de COD =93,9%

Efluente E2 2° Bio, para 28 dias de teste de biodegradacao:

Inéculo ETE

CODinicia = 125,5 mg.L*

CODjina = 23,5 mg.LY

Taxa de remogédo de COD = 81,3%

O perfil de biodegradacdo do E1-1° Bio, com a formacdo do patamar de estabilidade desde o
2° dia do inicio dos ensaios, pode ser explicado pela presenca de carga organica
biodegradavel, procedente dos excipientes utilizados na formulacdo, teores do prin'cio ativo
AMOX bem baixos. Os processos de produgdo sé&o bem otimizados, visando minimizar o
descarte da matéria prima, item de maior custo no processo industrial. Como o indculo de 1°

Bio é oriundo de uma ETEI, a biodegradabilidade encontrada pode também indicar uma boa
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adaptabilidade deste inéculo para esse tipo de efluente, que contém uma alta carga de
excipientes e corantes (Figura 44).
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Figura 44: Biodegradabilidade aerébia do efluente E2 com 2 inéculos
procedentes da ETEl e ETE
utilizados na alimentag&o dos reatores para os ensaios Zahn-Wellens

O comportamento, frente a biodegradacdo aerobia da solugdo aquosa da AMO X (Figura 39) e
dos efluentes E2 (Figura 44), apresenta semelhancas aos encontrados por Mascolo e
colaboradores (2010) para os principios ativos de aciclovir, naporxeno e acido nalidixico e os
efluentes das suas respectivas linhas de producdo. Nas duas pesquisas a degradacdo dos
principios ativos mostrou-se mais refrataria, isto €, menos eficiente que a degradacao ocorrida
com seus respectivos efluentes. Em sua pesquisa Mascolo e colaboradores (2010)
alimentaram os reatores com indculo de ETE local, e os resultados para os efluentes
industriais apresentaram comportamento semelhante, obtendo taxas de remocdo de COT
maiores que 80% a partir do 1° dia, com excecdo do efluente procedente do acido nalixilico,

que atingiu esse patamar a partir do 6° dia (Figura 8).

5.3.2.4 Degradacdo dos efluentes enriqguecidos com amoxicilina

As figuras 45 e 46 apresentam as curvas de biodegradacdo para o E2 enriquecido com AMOX
e AMOXICIL, para os dois indculos utilizados, sendo que os ensaios 1° Bio utilizaram

inbculo da ETEI e os ensaios 2° Bio foram alimentados com in6culo da ETE.
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Para os ensaios E2+ AMOX a degradacao estabilizou-se a partir do 10° dia, um indicativo do
teste Zanh-Wellens de sua biodegradabilidade. Mas, como abordado por Mascolo e
colaboradores (2010), existe a possibilidade de que a degradacdo dos solventes organicos e
compostos biodegradaveis presentes na matriz do efluente mascare a remog¢do do principio

ativo da amoxicilina (Figura 45).

Os valores obtidos para a biodegradacdo podem indicar que os efluentes sdo passiveis de
tratamento bioldgico. O que deve ser considerado, nesse caso, € a possibilidade de
desenvolvimento de cepas bacterianas resistentes a AMO X, que podem ser liberadas para o
meio ambiente.

Biodegradacdao E2 +AMOX - 12 e 22 ensaios Zahn-Wellens
110
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Figura 45: Biodegradabilidade aerébia do efluente E2 enriqguecido com AMO X,
com os dois in6culos avaliados: 1° Bio (ETELI) e 2° Bio (ETE), ensaio Zahn-
Wellens, utilizando glicose no reator de controle.

O perfil de degradacéo, para E2+AMOXICIL, apresentou diferencas entre os indculos ETEI e
ETE, como encontrado para a degradacdo de AMOX e E2+AMO X. A presenca do principio
ativo da amoxicilina pode ter levado a um aumento da refratabilidade do efluente a

biodegradacdo, especialmente para o inéculo da ETEI (figura 46).
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Biodegradagdo E2 +AMOXICIL- 12 e 22 ensaios Zahn-Wellens
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Figura 46: Biodegradacao aerobia Efluente 2 enriqguecido com AMOXICIL,
com os dois inéculos avaliados: 1° Bio (ETEI) e 2° Bio (ETE), ensaio Zahn-
Wellens, utilizando glicose no reator de controle

A figura 47 apresenta as curvas de degradacdo de AMOX e E2+AMOX. Para 1° bio (in6culo
ETEI) o comportamento da AMOX e do efluente mostrou-se semelhante os indicados pelas
figuras 8 e 9 (MASCOLO et al., 2007). Nessas figuras pode-se observar que a remoc¢ao dos
principios ativos, em ensaios de biodegradabilidade, ndo apresenta o mesmo perfil de curva
para remocdo de COT e remocdo do principio ativo. A remocdo do COT para solugdo de
aciclovir foi de 50%, e o monitoramento de remocdo do principio ativo, por HPLC-MS
indicou, praticamente, remoc¢do total (Figura 8a e 9a). Isso permite inferir que as fracdes
facilmente biodegradaveis podem mascarar a remogao dos compostos mais refratarios, e esses
serem langados nos corpos receptores, como 0s produtos intermediarios de penicilina G
identificados nas aguas do rio Wangyang, na China, (LI et al., 2008).

Os resultados obtidos, através dos ensaios de biodegradabilidade, podem indicar que a adogéo
de tratamento biologico para efluentes de indUstrias farmacéuticas seria mais apropriada. Mas
a analise dos resultados de biodegradacdo para AMOX, e para os efluentes enriquecidos
(E2+AMOX, e E2+AMOXICIL) podem mostrar que a presenca de uma fracdo refrataria
correspondente ao principio ativo do farmaco em efluentes reais, mesmo em baixas
concentragcOes, pode contribuir para o desenvolvimento de bactérias super resistentes, durante

o0 tratamento biologico e, também, ap6s o lancamento desse efluente nos corpos receptores
(Figura 47).
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Biodegradacdo AMOX e (E2 +AMOX) - 12 e 22 ensaios Zahn-
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Figura 47: Biodegradabilidade aerébia do efluente E2 enriqguecido com AMO X,
comparada com AMOX, para os dois inéculos avaliados: 1° Bio (ETEI) e 2° Bio
(ETE), ensaio Zahn-Wellens, utilizando glicose no reator de controle

Na tabela 15 estdo apresentados um resumo dos testes de biodegradabilidade aerdbia
realizados com in6culo da ETEl e ETE.

Tabela 15: Testes de biodegradabilidade aerébia: CODicia, CODyina, taxa de biodegradacao,
reator de controle alimentado com solugéo de glicose

Matriz estudada In6culo ETEI In6culo ETE
CODinicia CO Dﬁlna| % bio CODinJi.cial CODfilnaI % bio
mg. LY mg.L™ mg.L™ mg.L™"
Duracéo do teste: 37 dias Duracgéo do teste: 57 dias

AMOX em solucao 222,0 133,6 39,8% 297,3 60,6 79,6%
aquosa

Efluente real- E2 1353 8,2 93,9% 1255 4,9 96,1%
(P1)

Efluente real + 163,7 15,5 90,5% 227,2 17,4 92,3%
AMOX

Efluente real + 157,8 39,6 74,9% 148,5 5,95 95,9%
AMOXIL
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A etapa de ensaios toxicoldgicos das fragdes geradas deve ser adotada, para auxiliar a escolha
do processo de tratamento mais adequado para efluentes contendo antibiéticos, uma vez que
substancias refratarias podem estar ocultas pelas fracdes biodegradaveis dos constituintes
majoritarios. (LI et al., 2008; MASCOLO et al., 2010). O processo de identificagdo dos
produtos de degradacdo nessa matriz biologica apresenta dificuldades, decorrentes da

presenca de produtos do metabolismo da microbiota.

A sor¢do dos farmacos em biomassa é um dos mecanismos identificados de remocéao destes,
com mostrado em diversas pesquisas (BEAUSSE, 2004; FIGUEROA, 2004; FIGUEROA-
DIVA, et al.,2004; SEIFRTOVA, et al.,2009; WILLIANS, et al.,2009).

No presente estudo, a sorcdo na biomassa ndo foi avaliada, porque esse trabalho teve um foco
mais investigativo, buscando estabelecer parametros de contorno, ndo aprofundando em todos
o0s aspectos apresentados. Além disso, como a biomassa foi alimentada com amoxicilina, essa
poderia ter caracteristicas que exporiam a equipe dos laboratdrios a um risco maior que 0s

ganhos para estabelecer a taxa de sorcao.

5.4 Ensaios de degradacdao utilizando reagente de Fenton

Utilizando o processos oxidativos avangados com reagente de Fenton foram realizados testes
de degradacdo com solucdo aquosa de amoxicilina e com os efluentes reais da linha de

producéo de penicilamicos.

5.4.1 Investigacdo da degradacdo de solucdo aquosa de AMOX com reagente de

Fenton

Na figura 48 esta apresentada a curva de remoc¢do de COD para o ensaio de degradacdo de
AMOX 1,0 g.L*, em solugdo aquosa; e o consumo de H,0, ao longo da reacdo. Os dados
estabelecidos para esses ensaios foram: relagdo H,O,:C = 7:1, para AMOX 1, e H,0,.C =
10:1 para AMOX 2, mantendo constante a relagdo entre H,O,:Fe** = 10:1 e 0 pH operacional,
que foide 3,5. Obteve-se 58% de degradacdo para AMOX 1, e um aumento nessa taxa para
72% para AMOX 2 (Figura 48). Nos estudos de degradacdo conduzidos por Ay e Kargi
(2010) a taxa de remogédo de AMOX foi menor que a encontrada nessa pesquisa, trabalhando
comas mesmas relacdes entre o teor de perdxido e teor de carga organica, desconsiderando as

diferencas de substrato.
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Figura 48: Degradac&o por Fenton de AMOX=1,0g L™ (COD = 450 mg.L™)

Relacéo entre H,0,:C =(7:1) e (10:7), pH = 3,5,

estabilizacdo da degradacéo apds 40 minutos de reagao.

As curvas de remocdo de COD para AMOX 0,5 g.L™ ndo indicaram melhorias na

degradacdo, permanecendo as taxas semelhantes ao apresentado na figura 49. O aumento do

consumo de peréxido ndo levou ao aumento significativo de remocdo de carga organica.

Homem e colaboradores (2010) mostraram que a aplicacdo de altas taxas de H,O;

praticamente ndo afetam as taxas de remocdo, sendo que a relacdo estequiométrica obteve

uma remocdo de 80% para 80 minutos de reacdo. Esse dado deve ser considerado, porque o

peréxido é um insumo comalto valor agregado.

As lamas formadas durante essas reacOes de degradacdo com reagente de Fenton foram

coletadas, para identificacdo de suas caracteristicas e investigacdo de sorcdo de compostos

organicos, recebendo a denominacgdo de L-POA/AMOX.
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Degradagdao AMOX em solugdo aquosa
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Figura 49: Degradagéo por Fenton de AMOX =0,5g L™ (COD= 225 mg.L™")
Relagao entre H,0,:C =(7:1) e (14:7), pH = 3,5, estabilizacdo da degradacgao
apoés 40 minutos de reacao

5.4.1.1 Espectros das fracoes geradas na degradacdo de amoxicilina com reagente de Fenton

A anélise de fragcdes intermediarias e finais dos testes de degradacdo de AMOX, com reagente
de Fenton por espectrometria de massa com eletrospray buscou investigar os produtos de
degradacdo fosmados na etapa oxidativa.

A fracdo de degradacdo utilizando reagente de Fenton, para o tempo de reagdo de 30 minutos
foi analisada por ESI-MS. As curvas da degradacdo desses ensaios estdo apresentadas na

figura 50.

A técnica de ESI-MS ndo possibilita chegar a conclusdes com apenas um espectro por
amostra, sendo necessario realizar fragmentacdes dos picos de interesse para assegurar sua
identificacdo. Trabalhos realizados com processos e matrizes semelhantes permitiram realizar
um esbocgo de identificacdo do espectro ESI-MS para a amostra ap6s degradacdo oxidativa
com reagente de Fenton (NAGELE E MORITZ, 2005, KLAUSON, 2010, TROVO, 2011). Os
pesquisadores Négele e Moritz (2005) propuseram produtos de degradagdo para AMOX, em
ensaios de hidrdlise &cida e especificadas na tabela 4. Para as amostras geradas por POA com
reagente de Fenton solugdo de AMOX a 0,5 mg.L™, os espectros de ESI-MS obtidos, para um
tempo de reacdo 30 min, apresentam pico m/z 384 pode ser atribuido ao &cido penicildico
amoxicilina, e pico mz/ 338 atribuido ao acido penildico amoxicilina, com identificados por
Trovo e colaboradores (2011), no estudo de degradacdo de AMOX com foto-Fenton. Néo foi
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identificado pico referente a AMOX (m/z = 365). A presenca dos outros picos ndo foi

investigada, podendo esses ser atribuidos a formagdo de adutos e outros complexos com 0s

componentes da matriz (Figura 50).
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Figura 50: Espectro ESI-MS fragdo de POA com reagente de Fenton para
AMOX =0,5mg.L",
tempo de reacdo 30 min, com o pico m/z 384 atribuido ao acido peniciléico
amoxicilina, e pico mz/ 338 atribuido ao acido peniléico amoxicilina.

O espectro para a aliquota final (tempo = 80 min) do teste de degradacdo oxidativa com
reagente de Fenton mostra um perfil diferente do espectro para tempo = 30 min (Figura 50).
Ocorreu uma reducdo na intensidade dos picos, para as massas acima de m/z = 460, e abaixo
da relagdo m/z = 390. O pico m/z 457 teve sua intensidade aumentada (Figura 51) em relagéo

ao espectro para o tempo de reacéo de 30 min.

88

Programa de Pés-graduacdo em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos da UFMG



poa 1 final #18-50 RT: 0.12-0.36 AV: 33 NL: 5.35E4
T: ITMS + ¢ ESI Full ms [215.00-1000.00]

6 457.24

95f

90+

85

80|

753

70 ‘
65

60

56

50

Relative Abundance

|
45

41317
40
35 ‘ 441.22
30 |
257 458.24
20 ‘
155 390.86 | ‘ 830.88
10 ‘ ‘ 802.87 | 858.93
[
] 301.09 ‘ 45925  528.29 859.99
5] [ 641.34
| 24518 \ 33820 369.33 | ‘ 522.52 55? 51 619.39 | 86351 707.46 801.89 | 861.01 91143  g70.92
P (e L“L;_Q;‘_“‘,_ﬂhuﬂ_m. oyl ,,,_:_‘___,J_‘L_;‘ D0t sl oottt b gyl it s
250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000

miz

Figura 51: Espectro ESI-MS da fracdo de POA com reagente de Fenton
para solucéo aquosa de AMOX = 0,5 mg.L™,
tempo de reagdo 80 min, com reducgéo na intensidade dos picos presentes

Observando o0 mecanismo proposto por Trovo e colaboradores (2011), apresentado na figura
24, identificou-se a presenca de C6, atribuido ao composto CisH22N307S m/z 400, e a
formacdo de espécies ibnicas cationizadas, como C1 apo6s fragmentacdo, formando
C16H21N30OgNaS. Com base nesse mecanismo e na presenca de ions de ferro, essa pesquisa
propde uma rota para a formagdo do composto [M+Fe]", presentes em espectros de fracoes
geradas por POA com reagente de Fenton. O mecanismo proposto estd indicado na figura 52.
O ion ferro reage com o composto C16H22N307S, formando [C1sH22N30;S+Fe], que pode
apresentar a relacdo de massa/carga: m/z = 457. Essa formagdo pode ser atribuida a formagédo

de complexo de amoxicilina e os ions de ferro presentes na reagéo.
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Figura 52: Proposicao para identificar o pico m/z 457
apresenta a maior intensidade nos espectros de t = 30 min e t = 80 min de
reacao de AMO X com reagente de Fenton, pH = 3,5.

5.4.2 Degradacao do efluente real (E1) por POA com reagente de Fenton

A carga organica encontrada para E1, em termos de COD foi de 1484 mg/L, e para E3
encontrou-se COD = 770 mg/L. Avaliou-se suas degradacdes com reagente de Fenton, nas
condicBes otimizadas para degradacdo de solucdo aquosa de AMOX (ELMOLLA e
CHAUDHURI, 2009; AY e KARGI, 2010; HOMEM, et al., 2010).

Os efluentes estudados nessa pesquisa apresentaram comportamento discrepante, tanto no
ensaio de degradacdo com reagente de Fenton como nas concentracdes de COD. Foram
encontradas diferengas nas caracteristicas fisico-quimicas e teor de COD, como apresentado

por Mascolo e colaboradores (2010), para os trés efluentes que estudaram

Nos testes oxidativos avancados com reagente de Fenton obteve-se, para o efluente E1,
coletado no ponto P1, uma taxa de remoc¢do de COD de 36%, podendo indicar a presenca de
fracOes refratarias. Para E3, coletado no ponto P1, a taxa de remoc¢do obtida, sob mesmas
condicdes, ficou em 74% de remocdo de COD (figura 53). Como o0 processo de producdo é
realizado em bateladas, esse tipo de efluente apresenta caracteristicas fisico-quimicas bastante
diferentes. Em sua pesquisa Melero e colaboradores (2009) obtiveram uma reducdo de 59%
em COT, para um efluente real, com diferentes principios ativos; sendo este tratado com

oxidacao catalitica heterogénea com H,0O, e 0xido de ferro em material mesoestruturado.
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Figura 53: Degradacé&o dos efluentes E1 e E3 (coletados em P1) por POA

com reagente de Fenton
relagdo entre H,0,:COD = 10:1
pH = 3,5,

Para investigar os efluentes gerados nas diferentes etapas do tratamento utilizado na planta de

producdo de amoxicilina foram realizados ensaios de degradacdo por processo oxidativo

avancado, comreagente de Fenton, com o efluente E3, para os pontos P1 (efluente bruto) e P3

(efluente apds acidificacdo).

Para E3 (coletado em P3) os resultados obtidos indicaram uma remocgédo de 85% de COD,

superior aos valores encontrados para E3 (coletado em P1), que apresentou taxa de remocao

de COD = 70% (Figura 54). Os ensaios foram conduzidos a temperatura ambiente, em pH =

3,5, e a relacdo em H,0,:C foi estabelecida em 7:1, sendo esse valor proximo a relacdo

estequiométrica (equacdo 9) e H,0,:C = 10:1, para trabalhar com 40% de excesso de

perdxido.
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Efluente E3
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Consumode H,0, (%)
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Figura 54: Degradacéo do efluente E3 com reagente de Fenton E3,
antes e depois do tratamento fisico-quimico E3/P1 = COD = 190 mg.L™, e

E3/P3 = COD = 205 mg.L™ apds diluicéo, relacéo entre H,0,:C =(7:1), pH
= 3,5, consumo de H,0O, no eixo a direita, em escala inversa

5.4.3 Investigacdo das caracteristicas da lama gerada durante POA-Fenton

Apos realizacdo de ensaios de degradacdo de AMOX com reagente de Fenton, observou-se a
formacdo de lama, em pH =3,5 antes da etapa de neutralizacdo. Em uma bateria de ensaios de
degradacdo de AMO X em solugéo aquosa, denominada POA-4, todas as lamas geradas foram
recolhidas para sua caracterizacdo. Foram investigadas as caracteristicas fisicas e quimicas

desse material, e a quantificacdo de COT, e analisado por espectroscopia Raman.

Os testes de POA com reagente de Fenton realizados para estudos de sorcdo de AMOX na

lama formada foram conduzidos nas seguintes condicGes:

e AMOX=10g¢g.L"

e pH operacional = 3,5

e Relagdo H,0,:C =7:1, para AMOX
e Relacdo H,0,Fe?* =101

e CODijnicia = 408,8 mg.L™

e CODfin =170,8 mg.L*

e Taxade remogdo: 58%
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5.4.3.1 Determinacdo de Carbono organico total

Nas amostras de lama L-POA/AMOX encontrou-se 25,35 mg.g de carbono organico,
indicando uma pequena sor¢do do principio ativo da amoxicilina, no material formado
durante a reacdo de degradacdo. O valor de COD médio inicial e final dos testes de POA
com reagente de Fenton foi de CODinicia = 408,8 mg.L™* e CODying = 170,3 mg.L™, com
taxa de remocdo situando-se em 58% (Figura 48). O COT removido pelos testes foi de
COTmeadgio = 238 mg.L?, e fazendo um balanco de massas do teste encontrou-se a taxa de
remocéo para COTssligos €M 10,65% e C Tsslidos €M 14,92%. Os compostos sorvidos podem
ser amoxicilina e produtos de degradacdo formados no teste de POA com reagente de

Fenton. Os dados estdo apresentados na tabela 16.

Tabela 16: Teor de Carbono organico adsorvido na lama p6s-POA e taxa de
remocado de COT

COT removido COT sélido CT sélido Cl solido
mg.g™ mg.g™* mg.g™* mg.g™
238 25,35 35,50 10,15

Taxa de remocéo de COT no processo

58 % 10,65% 14,92 4,27%

Esses dados podem indicar que o tratamento por POA com reagente de Fenton estaria
associado, em parte, a mudanca de fase da AMOX e seus produtos de degradacdo formandos
no processo. Isso torna a disposicdo adequada dessa lama uma etapa essencial do processo de

tratamento deste tipo de efluente.

5.4.3.2 Determinacado da area superficial especifica

A area Superficial especifica encontrada para a lama foi igual a ASE = 150,6 m? g*.

Comparando com adsorventes tradicionais, como carvado ativado que possui area superficial
média equivalente a ASE = 850 n® g}, a 4rea ndo estd muito alta, mas as caracteristicas do
material formado podem contribuir para o processo de sorcdo de AMOX, durante a etapa

oxidativa do tratamento.

5.4.3.3 Espectrometria de Difracdo de Raios-X

As fases identificadas na determinacdo por difracdo de raios-X (figura 55) foram goethita (o.-

FeOOH) e lepidocrocita (y-FeOOH), com menor grau de cristalinidade, e fases amorfas,
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indicadas pela presenca do domo de amorfizacdo no difratograma, nas amostras L-
POA/AMOX.

Courts

e

Amcstra: FeQ(OH)

TASSIA] « o =

32015 (A}
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Figura 55: Difratograma de Raios-X da amostra de lama gerada durante a etapa de

degradacdo com reagente de Fenton, pH = 3,02, antes da neutralizagao

A formacdo de goethita (FeOOH) no processo de degradacdo com reagente de Fenton e a
identificacdo de materiais organicos sorvidos em sua superficie pode caracterizar mudanca de
fase da AMOX e de seus produtos de degradagdo. Extrapolando para o lancamento de
residuos excretados pelos animais tratados com AMOX, esses sdao amplamente utilizados
como fertilizantes em agricultura, podendo, entdo, levar AMOX para os solos. E sendo a
goethita (FeOOH) uma das formas de 6xido de ferro bastante freqlentes nos solos brasileiros,
esses antibioticos podem passar por processo de sorcdo ou serem carreados para 0S CUrs0S
d’agua, levando a um aumento e disseminagédo de sua presenca no meio ambiente (HIRSCH et
al, 1999; SARMAH, et al,, 2006, SEIFRTOVA, et al,, 2009).

5.4.3.4 Distribuicdo granulométrica

As distribuicdes granulométricas da lama L-POA/AMOX apresentaram particulas muito
finas, com 99% abaixo de 50 um (Figura 56). Isso pode ser um indicativo de problemas
operacionais em uma implantacdo, em escala real, do tratamento. A sedimentagdo desse
material antes do descarte poderd acarretar longo tempo ou a necessidade de uso de

coagulantes quimicos.
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Figura 56: Grafico da distribuicdo granulométrica da lama formada durante a etapa de
degradacdo com reagente de Fenton, pH = 3,02, antes da neutraliza¢&o

5.4.3.5 Espectrometria por espalhamento de luz Raman

A difracdo por Raios-X da lama L-POA/AMOX identificou a presenca de goethita. As
amostras foram analisadas por espectrometria de espalhamento de luz Raman, visando
identificar os minerais formadores da lama, assim como a presenca de compostos organicos

sorvidos na superficie.

A figura 57 mostra um espectro de goethita padréo, sintetizada em laboratério, e foi utilizada
para caracterizar os espectros obtidos na L-POA/AMOX. Os picos identificados, de maior
intensidade, para a goethita sdo 309 cm®, 385 cm®, 482 cm® e 548 cm™. Nas éareas
investigadas da lama L-POA/AMOX identificou-se picos proximos aos apresentados pela
goethita, como os picos 299 cm?, 388 cmt, 472 cmit e 551 cmit, com pequeno deslocamento,
decorrente da estrutura amorfa da lama em estudo (Figura 58), confirmando os resultados

encontrados pela Difracdo de Raios-X.
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Figura 57: Espectro de uma Goethita padréo, sintetizada em laboratorio.
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Figura 58: Espectro Raman de L-POA/AMOX, com bandas de absor¢cdo em numeros de
onda semelhante as encontradas para a goethita.
Ocorréncia de area amarelado brilhante (foto em detalhe)

Para a identificacdo de estruturas por Raman utilizou-se as bandas de absorcao caracteristicas
de grupamentos funcionais, como mostrados na tabela 17 associado aos &tomos da estrutura
da AMOX identificados na figura 29. Uma correlacdo entre as bandas de amostras padréo e 0s

espectros de interesse possibilitaram sua identificacéo.
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Tabela 17: Bandas caracteristicas da Amoxicilina, na espectroscopia Raman (parcial)

Numero de NUmero de ondas Banda analisada
ondas (cm?) (cm?) identificadas

teoricas no espectro da lama

416 400 No plano, anel 1, deformacéo + flex&o 6

972 995 Flexao 6(CH) + estiramento v(C16NH;) + flex&o
& (C15C16NH,)

1259 1121 Estiramento v (C240H) + flexao 6(CH anel 2)

1304 1348 Flexdo 6 (CH) + flexdo 6 (NH) + flexdo 6 (CH
anel 2) + deformacgéo do anel 2 no plano

1374 Torcdo t (N19H,) + flexdo & (C16H)

1610 1603 Estiramento v (CC anel 2) + flexdo 6 (N19H)

Fonte: BEBU et al., 2010

Para identificar a ocorréncia de adsor¢cdo da AMOX na lama comparou-se as bandas de maior

intensidade nos espectros gerados com parte das bandas caracteristicas de absorcdo da

espectroscopia Raman, mostradas na tabela 17. A banda de absorcdo em 1348 cm' foi

atribuida a flexdo do grupo CH associada com flexdo do grupamento NH (N 10) e do

grupamento CH ligado ao anel 2, da molécula de amoxicilina (valor tedrico: 1355 cmt).
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Figura 59: Espectro Raman da lama L-POA-AMOX, com varredura entre 200 cm™ e
2000 cm™, com os picos 985 cm™, 1302 cm™, 1593 cm™
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Figura 60: Espectro Raman do Ensaio POA-4, amostra 6, area com ponto brilhante
amarelado (foto em detalhe), varredura do espectro entre 200 e 3500 cm™

Como a sor¢do de compostos zwiteridnicos sdo dependentes do pH, Peterson e colaboradores
(2009) estudaram a sorcéo de cefapirina em 4 faixas de pH. Desse modo, foi estabelecida uma
correlacdo entre a adsor¢do de AMOX e a cefapirina, na faixa &cida estudada, uma vez que,
na presente pesquisa a lama foi gerada em pH &cido. Uma banda de absorcéo forte, em 1597
cm, pode ser atribuida ao estiramento assimétrico de COO", decorrente da dissociacdo do
acido carboxilico, também identificado nos espectros da lama com um deslocamento, 1593
cm? (figura 59) e 1603 cm? (figura 60). Bandas referentes ao estiramento de CH, ocorreram
em 1294/1258/1224 cm, com a presenca desses picos triplos no espectro da L-POA-AMOX,
que apareceram, em baixa intensidade, entre 1348 e 1121 cm. Essa caracterizacdo pode
indicar que ocorreu uma pequena sor¢do da amoxicilina na lama formada durante a etapa de

oxidacdo com reagente de Fenton.

5.4.3.6 Sorcdo da amoxicilina na lama

As etapas de identificacdo da lama formada indicam que pode ter ocorrido sor¢do de AMOX
na lama gerada durante a etapa oxidativa com reagente de Fenton, podendo a sor¢do ser um

dos mecanismos de remoc¢do de AMO X no processo de degradacéo.

O material foi identificado como goethita, possuindo caracteristicas adsortivas altas
(LADEIRA et al, 2004) conforme identificado em um estudo de adsorcdo de arsénio. Nesse

trabalho a goetitha possuia area superficial equivalente a ASE = 12,7 m?.g%, inferior ao valor
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encontrada para a lama em estudo, equivalente a ASE = 150,6 m? g*. Isso pode ser um
indicativo de sua capacidade de sorcdo. As investigagOes da etapa de sor¢cdo em processos
oxidativos avancados utilizando reagente de Fenton devem ser realizadas, buscando a

caracterizagdo das lamas e a presenga de compostos sorvidos.

Os resultados de COT na lama e os espectros Raman podem indicar que a presenca de
compostos organicos na superficie da lama seria um dos mecanismos de remocdo de AMOX

durante o processo oxidativo avancado com reagente de Fenton.
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6 CONCLUSOES E RECOMENDACOES

Essa pesquisa investigou diferentes processos para tratamento de efluentes da indUstria

farmacéutica, buscando estabelecer parametros de contorno. Algumas conclusdes advém

desse trabalho, levando as recomendacfes que serdo apresentadas.

Para o estudo de biodegradabilidade pode-se concluir que:

Os ensaios realizados por testes Zanh-Wellens utilizando indculos de 2 sistemas de
tratamento diferentes mostraram resultados muito discrepantes, tanto para solucéo
aquosa de amoxicilina como para os efluentes reais e efluentes enriquecidos,
trabalhando com os dois in6culos sem aclimatagéo;

A degradacdo da amoxicilina com o inéculo oriundo de ETEI foi menor, com remogéo
de 55% da carga organica. Com o inoculo da ETE essa degradacdo foi de 80% de
remocao de carga organica, o que indicaria sua biodegradabilidade.

Os efluentes apresentaram respostas diferentes para os dois indculos, apresentando
uma melhor remogdo para o indculo de origem industrial;

O enriquecimento dos efluentes indicou que a biodegradabilidade da amoxicilina pode
ser mascarada pela matriz do efluente;

Apesar da caracteristica biodegradavel da amoxicilina e dos efluentes da unidade de
penicilamicos, a adogdo de tratamento bioldgico deve ser cuidadosa, para minimizar o

desenvolvimento de bactérias resistentes.

Para o estudo de degradacdo com reagente de Fenton pode-se concluir que:

A degradagdo da amoxicilina apresentou taxa de remocéo entre 60% e 75%; com
tempo de reacdo de 60 min, 80 min e 120 min. A relacdo entre COD e ferro em
solucdo foi estabelecida em [COD]{Fe*?] = 10:1, e para a relacdo entre COD e
peroxido de hidrogénio trabalhou-se com [COD];[H,0,] =17,1:10e 1:14

Na analise de produtos intermediarios por ESI-MS, em fracbes do POA da AMOX, foi
possivel identificar o &cido penicildico amoxicilina, e 0 acido penildico amoxicilina;
Os efluentes apresentaram caracteristicas discrepantes, indicando diferengas inerentes
ao processo em batelada utilizado pela industria. O efluente E1 (coletado no ponto P1)
mostrou-se mais refratario a degradacéo, com 40% de remocéo de COD, enquanto que
efluente E3 (coletado no ponto P1) obteve 60% de remocao;
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Ocorreu a formacdo de lama durante a etapa oxidativa, com sorcdo de substancia
organica (amoxicilina e seus produtos de gradacdo), caracterizada pelo teor de carbono
organico na lama, e a identificacdo de sitios de adsorcdo, através de espectroscopia

Raman;

Em vistas das conclusdes, novos trabalhos poderao ser realizados, como:

Avaliar outras relacdes de H,O,:C:Fe**, para minimizar a geracéo de lama, e obter
menor consumo com maior taxa de degradacéo;

Investigar a toxidade dos efluentes e fragdes geradas nas reacGes oxidativas;

Realizar o monitoramento dos intermedidrios formados ao longo da
biodegradabilidade, associado a ensaios de toxicidade aguda e crdnica;

Estudar os efeitos individuais de cada intermediario sobre a comunidade bacteriana,
para estabelecer uma escala de contribuicdo de cada umdeles;

Investigar os efeitos ecotoxicos causados por diferentes concentracbes dos
intermediarios e metabolitos nos diferentes tratamentos utilizados, sobre diferentes
organismos aquaticos e terrestres. Assim serd possivel obter dados sobre o sinergismo
e efeitos adicionais, metabolismo, disperséo, e bioacumulagéo nos organismos;
Implantar o sistema de tratamento em escala piloto, acompanhando o processo de
tratamento, com a caracterizacdo dos metabolitos e produtos de degradacdo por MS-
ESI;

Avaliar a atividade antimicrobiana do antibidtico nas fraces apds os ensaios de
degradacdo com Fenton;

Investigar a adsor¢do nos indculos utilizados nos ensaios de biodegradacéo;

Investigar a adsorcdo e desorcdo da amoxicilina em hidréxidos de ferro e argilas,

minerais formadores do solo brasileiro.
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Anexo 1

F!ESC'LLIQE'D DA DIRETSRIACOLES A0A — ROC M2 44, DE 22 OECUTUERS OE2040.

Dispie =sobfe o confok de medicamentos 3 base de
substincias dassicadas oo andrmicrobanos, de wso =ob
prescicio rmédica, Bdadzs ou e assocagEo & di oulms
providencizs,

A Diretoriz Coleg Rda d= Agénc i Hacional de VYigiEncia Sanitirm, no uso da stibuicso que lhe
confere o =t 11, nci=o Y, do Regulrento da Agéncia Madoral de Yiglancia Saniﬁriakap-:wad:- pelo
Decreto n.23.029, de 1€ de abril de 1999, & terdo emvist o disposo noinciso e ms $5 e 32 doart 54
do Regrmenio Interna aprovada nos ermcs do Aneso | da Portania if 354da ANYISA, de 11 de agosta de
aoE, republiceda o DOU de 21 de agosto de 2008, & reonide realizada emn 25 de oubdbro de 2010,
e #lots 3 s==quine Resolu;So da Diretona Golegada e ey, Diretor-Fresidente | determino sie pubicacso:

#rt. 12 Esta resoligio estabelece oz citérios mara a enbalagenn, rotdagenn, dapersacio e contole
de redicamentos 3 base de abstancas chesficadas cormo animicrobanos, confomne lista constane do
Anean 3 esta ResolucSo, de uso sob prescig 3o, Eoladas ol emn associzcdo.

Paragrafo Onico. A dspercags de medicamentos conendo 2= substncizs lisadas no Anexn 3 esta
resolucss, 1soladas ou e assoc=;:a0, ica Aljeita 3 retengio de receie e esoiuracie em famnacias e
dogarias, nos oS desta resolugso.

frt 22 A dspersagio de medicarmentos a base de andnicrobiancs de wenda sob mesdicio sormene
poderd zer efetmds medrnie eceits de confoe espedial, sando 3 12 Wiz - Retids no esabelecmenio
famnacauico & 3 29y - Devolvida ao Padente, aesada, come cormprovane do stendinnenio,

Art 32 fs prescrigdes somene poderSo ser dispensadas quando apesentadas de fomna legivd e
S8 rasas, por profissionais devidarmente habiltados e conendo as saguintes inbmnagdss;

I- nore do medicarento o) de sbstanca prescita soba orma de Denomin=cSo Gormurm BrasilsEra
(DG E), dos=agenn oo concenvacio, forrma frrecsuica, quanidade (ern dgarisrnos ardbicos @ por exXensa)

e posologia;

Il - idenifice;50 do eritente: nomne do god=sond com SR RscicEo no Sonselha Regioral ou norme
da insitdgEo  enderego comple o, elefone, assnaura e marcagEo grafea(caninnb);

Il - iderificec:So do wsudrio: nome comnpeio;

I - dertidcacio do corgador: nome cordeto, nidrmero do documenio oicial de identificacsa,
endereco cormpleto & elefone (== hoower);

Y- data da ernissso; &

WYl - iderdifcacsa do registro de dispens=cSo: anote:io ds dats, quanidade avada e ndrero do e,
o WS,

At 4 8 esoribracio das receitas com medicanentos contendo as substindas istdas o Anexo
desta resclucio, Edadas ou e =assozia:do, & obigaitna e deverd stender ao diEposto no Skema
Mezional de Gerenciarmenio de Produios Gu:-nt-::ladn:ﬁi MG PG,

Paragrafo dnico. 0= esabdedmenios gue nao possurern mdantzdos oz rddulos do SHGEPG
deverdo gocede & esdiuragds e Livio de Hegisro especifico para animicrobianos | inforrmaizado ou
ro, condorme rodelo utiizsdo para regsro de medicamenios syeits a0 contole especa.

frt 82 A esgiuragio de bdas = operagdes reladonadas oo substincks e medicamentos
anfrnicrobanos | isoladas ou ern assocdacio, deve ser shelirads no prame macnno de 7 dias.

£1% Mo Liwo de Registo especificn pam antimicrobianas a esciumcio deve sarrealiada a caneta
de forrra legivel | sem msurzs ou emendas e assnada pelo responzaed Bonico.

£% HNo SHEPG ou livo inbrrmatizado, 3 escriuragio deve sor redizada po resporsivel €onico
corn conole de atesso pof senha passoal e inranste s,
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£3% Bz evertmizs comecdes de escitracio no Liwo de Regstra espechics | inforrmaizado au ndo | ou
== indizacies deinventano no SNEPG devern o devidarpente regis¥adas e jusificadas emn docurmenio
popgio, =ssequrando 3 mseablidade, para ins de fscdizacio da Auoridade Sanityia Cornpetente.

Mt g Ma oerbakgern e romlagern dos medicarnents comtendo substincias andricobanas
corstane da lise Aresm de que tate ests resolucSo deve constar, cbrigaioriarnente, na farja verrmelha, em
destaque & exmessio: Yenda Sob Presoric 50 Edics - 56 Pode s Yenddo corn Reencs da Receit.

Paragrafo dnico. Ma bila dos redicarmentes 3 que =2 refare o capat deste arigo deverd constar,
chrigorizrmente, e destaque & em letas de corpo raior de que o exio, 3 exgessio; Yends Sob
Frezcricio hiddica - 56 Pode ser Yendido comn Retencio da Receita.

Art. 7% Sard permiidida 3 fabricacso e disvibuicSo de amosra-giis desde que aerdidos o= requisitos
definidas emn legidacio especifica.

At 520z estabelecinenios deverSo manter a daposigio das autaidades sanitrias a documentagio
izcal rekrene 3 cornga, venda, ransfaréncim ol dewlugsoe das substincias andrmicrobanas bern como
doz redicarmertos Que 2 conenban.

Mt 9% Toda 3 doourmentagdo relafva & modmentagio de enfedas, saidas ou pardas de
anfrnicrobancs deverdo permanecer aguivadas no esabdecmento & 3 dsposigio das auoridades
=aritarizs por urn per 0o monime de 5 (dnoo) anos apls sua diepensagao ol aMamenio.

Art 10, Aea estabelecido o prazo masxnmo de 150 (cento e oitenta) dizs pam adequacse quanto 3
emnbalagern, roiulagenne bua.

Pardgrafo dnico. A= famacas & dogrizs poderdo dispensar os medicareenios 5 base de
anfrnicrobancs que esejamn o errbEagens com arja wemelha, @nds nEo adequadas, desde que
fabricadas denyo do pamo previs o no cepud daste wiga.

At 11, A reencde das receitas de medicamenios, pelaxs frmécks e drogaras, contendo &=
subetiancizas listadas no Anexo desta resolugio & obrigatna = parir de 25 de noverrbro de 2010,

Paragrafo dnico. A= receitas de anmimicrobancos 5o walidade de 10 [(dex) das 3 confar da data de
U3 emiss 50,

Art 12, A= farmacias e droganas er& o prazo de 150 (cento e oenta) dias pEra esogiurags e
ade=S0 =0 SHGEPG.

Art 13, O descurnginrenie das desposiches conidas nesta resolucso constibd infacso snitiia, nos
'en‘nﬂca&gh@ e & 437, de 20 de agosto de 1977, semn preju o das responsshilidedes ol adrinistaiva &
Fen iz,

Art 1 4. BEsfa re=olcEo enra e Wigor na data de sua pubicacao.

DIRGEU RA PSSO DEMELLS

AR EXO

LISTA DS ANTIMICROELAHOS REGISTRADCS HA ANYISA
IHEoze aplica 3cs antimicobiancs de uso exclusiv hospitakar)

1. Bcido clwilanico
2. Acido nalid faico
3. Mcido oxol fico
4. Acido pipernidco
5. Arnicacing

E. Arncaicling

7. Arrgciling
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3. Aetilcefiroaima
4. Agvomicina

10,
11.
12.
135.
14,
15.
1€,
17.
15,
19.
=1
21.
. Gefunainma

. Gipoloxadng
. Glrivornicina
. Glindarnicina

. Gloranfericol

PR L L e e e e P e P P EE T

Arireonam
Cabericilina
Cefacor
Cefadouil
Cefakaing
Cefalbina
Cefarding
Gefoperazona
CefotEsing
Cefoaiina
Cefadrima
Cefrizrona

Cepomicing
Didoaacling
Diernilsuliona

Diidroe=s¥epiomnicina

Dexipenammn
Deciciclina
Eirornicira
Etapenem
Especdnonicirg
E=gramicina
Esvepiornicing
Etionarnida

Ferilazodiarminopindira (ferngridna oo Ensoopridina)
. fuorocitosina (uciosing)

Fosformicing

. alizufaizml
. Germidosmcing
. EEniamicng

Fizeofuvina
Fipenern
konmzida
Levwodozmcing
linezdida
Lincomricira
LormedoxEcing

. hfanddamina
. hlerapenerm

. Wetarnpciling
. hketronidazol
hdmociding

. hocaricing

. hdoaifloaacing

Meormicina
Metilmicina
Mi=aina
Mirofraniona
Morflosacing
Crilosacing

. Craacilina

Critetraciclina
Pelozzcina

. Peniciina G
. Peniciina
. Fipercilina
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1. Brazinanida

. Rifarmicina

. Rifarnpicina

. Ro=oacing

. Sulfadriina

. Sulfadosins
Sulfagueniding
. Bulfarmemdna
. Roaivoricina

. Sulfarmedizol

L Sulfaretoaand
. SulfarmetpEidridaging
. Sulfarmeto Sprirnidire
. Bultatarol

. Bulona

. Teizoplaning

. Terazicina

. Tian®nicol

. Tigecidina

. Tiroficina

. Tobraricing

. Trirmetoprinra

. Yancomicing

o R R R e R e W e
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Anexo 2

Procedimento analitico para determinacéo de H,O; residual - Método iodométrico
1. Principio do método:

O fon tiossulfato (S,05%") é um agente redutor moderadamente forte que tem sido utilizado
amplamente na determinacdo de agentes oxidantes por meio de um procedimento indireto que
envolve o iodo como intermediario. Na presenca do iodo, o ion tiossulfato € quantitativamente

oxidado para formar o ion tetrationato (S406>), de acordo com a semi-reacéo (1);
25,04> o S,06 + 2¢ (1)

A reagdo quantitativa com o iodo € Unica. Outros oxidantes podem oxidar o ion tetrationato ao

fon sulfato.

O procedimento empregado na determinacdo de agentes oxidantes envolve a adicdo de um
excesso de iodeto de potéssio a uma solucdo levemente acida do analito. A reducéo do analito
produz uma quantidade estequiometricamente equivalente de iodo. O iodo liberado € titulado
com uma solucdo padréo de tiossulfato de s6dio Na,S,03, um dos poucos agentes redutores

que é estavel perante a oxidacgéo pelo ar.
Reacdes (2) e (3) mostram as etapas envolvendo H,O3:
H,0, + 2H  + 2 o I, o+ 2H,0 )
I, + 25,05% o 2l S,06 (3)

A conversdo quantitativa do ion tiossulfato ao ion tetrationato, mostrada na equacdo (3),

requer um meio com pH < 7.
Deteccao do ponto final emtitulacées com lodo/Tiossulfato

Uma solucéo de I, de concentracdo cerca de 5 x 10 mol L™ tem uma coloracdo detectavel e
correspondente a menos de uma gota de uma solucdo de iodo 0,05 mol L™* em 100 mL. Se a
solucdo contendo o analito € incolor, o desaparecimento da cor do iodo pode servir como

indicador em titulagbes com tiossulfato de sédio.

As titulacGes envolvendo o iodo séo realizadas com suspensdo de amido como indicador. A

cor azul intensa que se desenvolve na presenca de iodo é creditada a absor¢do do iodo pela
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cadeia heliocoidal da B-amilose (constituinte macromolecular presente na maioria dos
amidos). A a-amilose, bastante similar, forma um complexo de cor vermelha com o iodo,
sendo que essa reacdo ndo é facilmente reversivel, portanto ndo é desejavel. No amido solavel
a fragdo a-amilose é removida, deixando-se principalmente a [-amilose; e as solucBes

indicadoras sdo preparadas a partir desse produto.

As solucbes aquosas de amido se decompdem em poucos dias, principalmente por causa da
acdo bacteriana. Os produtos de decomposicdo tendem a interferir nas propriedades do
indicador e podem também ser oxidados pelo iodo. Recomenda-se utilizar solugdo de amido

recém preparada, para evitar essas interferéncias.

O amido se decompde irreversivelmente e solu¢bes contendo concentragdes elevadas de iodo.
Nas titulacdes de iodo com ions tiossulfato (determinacGes indiretas de oxidantes) a adi¢do do
indicador deve ser retardada até qua a cor da solucdo mude de vermelho-marrom para
amarelo; nesse ponto a titulacdo estd quase completa. O indicador pode ser adicionado ao
sistema desde o inicio quando solugdes de tiossulfato estdo sendo tituladas diretamente com

iodo.
Estabilidade de solucdes de Tiossulfato de sodio

As solugbes de tiossulfato de sodio sdo resistentes a oxidacéo pelo O, do ar, mas tendem a se

decompor para formar enxofre e ion hidrogénio-sulfito:
282032- + H> > HSO3™ + S(S) (4)
A velocidade da reacéo (4) é funcéo de:

e pH;

e microorganismos,

e concentragdo da solugdo de Na; S;03;
e presenca do ion Cu(ll);

e exposicdo a luz.

Essas varidveis podem provocar alteragdes na concentracdo da solucdo de tiossulfato em
varios pontos percentuais, em um periodo de poucas semanas. A velocidade da reacdo de

decomposicdo aumenta significativamente a medida que a solucdo se torna acida.
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A causa mais importante da instabilidade de solugbes neutras ou levemente alcalinas de
tiossulfato sdo as bactérias que metabolizam o ion tiossulfato para formar os ions sulfito e
sulfato, assim como enxofre elementar. Para minimizar esse problema, as solucbes padréo do
reagente sdo preparadas em condicdes praticamente estéreis.

2. Preparo das Solucdes padroes

Todas as solugdes devem ser datadas e armazenadas ao abrigo da luz. Todos reagentes devem

ter pureza analitica.

2.1 Solugéo de Molibdato de Amdnio

Dissolver 9 g de Molibdato de amdnio em 10 mL de NH,OH 6 mol L™ (400 mL NH4OH p.a/
1 L H,0). Adicionar 24 g de NH4NOs3 e diluir para 100 mL de H,O. Solucéo utilizada para

catalisar a titulagéo.
2.2 SOLUCAO DE ACIDO SULFURICO (1:5)

Adicionar 1 parte de H,SO4 a 98% em 4 partes de 4gua desmineralizada, lentamente, em
banho de agua fria, sob agitacéo

2.3 INDICADOR DE AMIDO

Dissolver 1 g de amido solivel em 105 mL de &gua em ebulicdo, permanecendo sob
aquecimento por 5 minutos, com agitacdo. Solucdo muito perecivel, devendo ser preparada
imediatamente antes da titulacdo. O indicador de amido para titulacbes iodométricas somente
devem ser adicionados proximos ao ponto final da reagdo, visualizavel pelo aparecimento de

coloracéo amarelo palha.

2.4 SOLUCAO DE TIOSSULFATO DE SODIO NA;S,0; (0,1 MOL L™ OU 0,02
MOL LY):

Na,S;03 0,1 mol L™: dissolver 24,9 g de tiossulfato de sédio hidratado (Na;S;03.5H,0) puro
e 0,2 g de carbonato de sodio anidro (Na,COs3) em agua previamente fervida. Transferir para
baldo volumétrico de 1000 mL, completar com H,O previamente fervida, aferir o volume.

Deixar decantar por 24 horas e padronizar.

Na,S$,0; 0,02 mol L*: dissolver 4,98 g de tiossulfato de sédio hidratado (Na;S;03.5H,0)

puro e 0,2 g de carbonato de sddio anidro (Na,COs3) em agua previamente fervida. Transferir
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para baldo volumétrico de 1000 mL, completar com H,O previamente fervida, aferir o
volume. Deixar decantar por 24 horas e padronizar. Ou diluir a solugéo de Na;S,03 0,1 N 5

vezes, utilizando para isso buretas e baldes volumétricos. Padronizar.
2.5 SOLUCAO DE IODETO DE POTASSIO 1%

Dissolver 5 g de Kl para 500 mL de 4gua desmineralizada. Estocar em lugar fechado, fresco,
ao abrigo da luz. Amarelo-alaranjado na solugéo indica alguma oxidacao pelo ar, a qual pode
ser removida por adicdo de 1-2 gotas de solucdo diluida de tiossulfato de sédio. Esta solugédo

possui baixa estabilidade, devendo ser preparada imeditamente antes de sua utilizacéo.
2.6 Solucdo de Dicromato de Potassio (K2Cr,O7) 0,1 N ou 0,02N

O dicromato de potassio de grau analitico, com pureza superior a 99,9% é um padrédo primario

satisfatério

K>Cr,0O7 0,1 N - Secar, previamente, cerca de 6 g do sal de K,Cr,0O7, em estufa, a 150°C,
durante 60 minutos. Esfriar em dessecador. Pesar, exatamente, 4,9049 g e dissolver em agua
ultra pura, e transferir para baldo volumétrico de 1000 mL, completando o volume com agua

ultra pura, e homogeneizar. Armazenar em frasco de vidro ambar, ao abrigo da luz.

K>Cr,07 0,02 N - Secar, previamente, cerca de 1,0 g do sal de K,Cr,O7, emestufa, a 150°C,
durante 60 minutos. Esfriar em dessecador. Pesar, exatamente, 0,98098 g e dissolver em agua
ultra pura, e transferir para baldo volumétrico de 1000 mL, completando o volume com agua

ultra pura, e homogeneizar. Armazenar em frasco de vidro &mbar, ao abrigo da luz.

3. Padronizacao de solucbes de Tiossulfato de sodio
o Adicionar 10,00 mL de K,Cr,070,1 N, emum erlenmeyer;
o Adicionar aproximadamente 0,3g de lodeto de Potassio, KI; ou 10 mL de solucéo de
Kl a 1%;
° Acidificar 5 mL de H,SO4 15 v/v;
o Adicionar 2 gotas de Molibdato de Aménio, catalisador da reacédo;
o Gotejar a solucdo de Na,S,03 (0,1N) a ser padronizada sobre a solugdo de K,Cr,O7,
adicionar 1,0 mL de solug¢do de amido proximo ao ponto final (presenca de coloracdo amarelo
palha), a solucéo ficara azul,

o Continuar a titulacdo até desaparecer a cor azul.

Reac0es:
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1Cr07 gt 14 H'ag + 2 I'ag < 2 Cr¥ag + g + 7H20() (5)
l2 @+ 252057 © 2l g+ S406” @ (6)

Na reacdo 5 o fon Cr,07? atua como agente oxidante, com Cr*®, formando Cr** que fornece a
coloracdo final da titulacdo, verde claro. O cromo oxida o iodeto em iodo, e na reagdo (6) esse

seréa titulado com tiossulfato, em presenca de suspensdo de amido como indicador.

Obs.: Para a padronizacéo de Na,S,05 0,02 mol L deve-se utilizar a solucéo de K,Cr,0; 0,02
N.

3. PROCEDIMENTO PARA DETERMINACAO DE PEROXIDO DE
HIDROGENIO

3.1 DETERMINACAO DE H,0; A BAIXAS CONCENTRACOES (0,1 - 6%)

o Pesar uma aliquota da amostra de aproximadamente 0,2 g, anotar o peso exato.
o Adicionar 50 mL de H,O destilada;

o Adicionar 10 mL de H,SO4 15;

. Adicionar 10 mL de solucéo de K1 1%;

o Adicionar 2 gotas de solucdo de Molibdato de Amdnio.
. Titular com solucéo de NayS;0s 0,1 mol L™ ou NayS,03 0,02 mol L™ até coloragéo
amarela palha
o Adicionar 2 mL de indicador de amido; solucdo torna-se azul,
. Continuar a titulacdo com Na,S;03 0,1 mol L™ ou Na,S,03 0,02 mol L™ até a solugdo
ficar incolor.
. Fazer uma prova em branco.
4. CALCULOS

As equacOes 2 e 3 mostram a equivaléncia do lodeto de potassio com peroxido de hidrogénio

e sua equivaléncia com tiossulfato.
H,O, + 2H  + 2 o I + 2H,0 2)

I, + 2S,05% o 21 S,06 3)

1,0 mL de Na,S,05 0,1 mol.L? =1,701 mg de H,O»
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