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RESUMO

A urina humana contém nutrientes (N:P:K) e devido a isto tem sido
apontada pelo saneamento ecolégico como uma alternativa aos
fertilizante convencionais. Entretanto outras substancias, principalmente
os farmacos, podem estar presentes. A maioria dos farmacos € excretada
via urina, metabolizados ou na sua forma inalterada. Os antibioticos
guando adentram ao meio ambiente podem causar problemas como a
resisténcia microbiana. A AMX e CFX sdo antibidticos amplamente
dispensados no sul do Brasil, além disso, apresentam baixa
disponibilidade plasmatica, ou seja, sdo excretados pela urina na forma
inalterada. O objetivo deste trabalho € avaliar a remog¢do de AMX e CFX
da urina humana pelo processo de oxidacdo avangada (H,O,/UV) e a
presenca dos nutrientes na urina antes e ap6s o POA. Dois tipos de urina
foram avaliadas neste trabalho, armazenada (pH 9,33) e fresca (pH 5,83)
bem como cinco diferentes concentracdes de H,O, (14,5 29,0; 58,0;
464,0; 928,0 mg.L™).0 tempo de detencéo no fotoreator foi igual a 60
min. As concentracbes de AMX e CFX foram determinadas a partir de
CLAE acoplada a UV. As maiores eficiéncias de remogdo da AMX foram
obtidas para as concentragdes de 928,0 (77,97%) e 464,0 mg.L™ (52,25%)
de H,O, em urina armazenada (pH 9,33). Para a CFX ndo houve
diferencas significativas entre as remogdes alcancadas em urina
armazenada (pH 9,33) e fresca (5,83). Nao foram observadas perdas
expressivas dos nutrientes nem da matéria organica durante o POA por
H,0,/UV. Foram realizados ensaios para avaliar a degradacdo da AMX e
CFX em 4gua destilada utilizando as duas maiores concentracdes de
H,O,. Foram obtidas eficiéncias préximas a 100% para a concentracéo de
928,0 mg.L-1 sendo os valores de k 0,0009 s * para AMX e 0,0016 s
para CFX.

Palavras chave: POA H,0,/UV, urina, amoxicilina, cefalexina,
saneamento ecolégico.






ABSTRACT

New researches in environmental sanitation suggests that human urine is
an alternative to substitute conventionals fertilizers, due to the fact that
it contains nutrients (N:P:K). However, most of drugs are excreted in
urine, as metabolites or on its unchanged form. Antibiotics, when
present in the Environment, can cause problems, such as microbial
resistance. Amoxicillin (AMX) and Cephalexin (CFX) are examples of
these drugs, widely used across the globe. In addition, over 80% of the
administered dose may be excreted in the urine on its unchanged form.
This study evaluated the removal of AMX and CFX from human urine
by advanced oxidation process POA (H,0,/UV), and the presence of
nutrients in urine before and after POA. Two types of urine were
evaluated in this study, stored (pH 9.33) and fresh (pH 5.83), as well as
five different concentrations of H,O, (14.5 29.0, 58.0, 464.0, 928.0
mg.L™). Detention time was equal to 60 min. Concentrations of AMX
and CFX were determined by HPLC coupled with UV. The higher
removal efficiencies of AMX were obtained in concentrations of 928.0
(77.97%) and 464.0 mg L-1 (52.25%) of H,0, in stored urine (pH 9.33).
For CFX, it was detected no significant differences between the
removals achieved in stored (pH 9.33) and fresh urine (5.83). There
were no significant nutrient losses and organic matter during POA by
H,0,/UV. Assays were performed to evaluate the degradation of AMX
and CFX in distilled water for testing the two highest concentrations of
H,0, used in the first experiment. Efficiencies were obtained near 100%
for the concentration of 928.0 mg I with k values of 0.0009 s * for
AMX and 0.0016 s for CFX.

Key words: POA H,0,/UV, urine, amoxicillin, cephalexin, ecological
sanitation.
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1. INTRODUCAO

A urina humana é rica em nutrientes como nitrogénio, fésforo e
potéssio. Entretanto, todos os dias esses nutrientes sdo desperdicados.
Isto, porque nos sistemas de saneamento convencionais (composto de
coleta, transporte, tratamento e disposi¢do final) a urina e as fezes séo
transportadas para seu posterior tratamento em estacfes de esgoto. Para
isso sdo gastas elevadas quantias de agua, energia e dinheiro.
Atualmente este modelo de Unico saneamento vem sendo questionado e
uma nova maneira de lidar com as excretas vem sendo proposta. Neste
contexto insere-se 0 saneamento sustentavel.

O Saneamento sustentavel (saneamento ecoldgico) tem como
objetivo apresentar uma nova filosofia na gestdo das excretas e aguas
residuais. Modificando o fluxo dos nutrientes de linear para circular,
propondo uma abordagem de integragdo entre todos os aspectos do
saneamento: dejetos humanos, residuos sélidos e aguas de drenagem,
além de propor uma abordagem integrada com a agricultura
(SCHONNING, 2004). Isto porque as excretas sdo ricas em nutrientes
essenciais ao solo. Para que seja possivel separar as fezes da urina faz
necessario o uso de um banheiro segregador, ou seja, que possibilite a
separacdo dos excretas.

A urina diferentemente das fezes é pobre em patdgenos
(WINKER, 2009), contudo € através dela que o organismo excreta
diversas substancias, dentre elas os fArmacos.

Os farmacos sdo amplamente consumidos nas diferentes partes do
globo. Infelizmente ndo existe um medicamento ideal, ou seja, que todo
0 principio ativo contido nele atue no tecido alvo sem que parte precise
ser biotransformado e/ou excretado. A maioria dos medicamentos séo
excretados pela urina ainda na forma ativa. O impacto destas substéancias
no meio ambiente tem sido o foco de alguns trabalhos. Contudo, no caso
dos antibidticos sabe-se que sua presenca deles no meio ambiente pode
levar & resisténcia microbiana. Tal fato possui relevancia, pois a
resisténcia microbiana a antibidticos € um problema de salde publica
gue requer atencdo. Portanto, tendo em vista 0s riscos associados a
presenca de antibidticos no meio ambiente é de suma importancia a
remocdo destes e de outros farmacos, da urina, de EstacBes de
Tratamento de Esgoto (ETES) e EstacBes de Tratamento de Aguas
(ETAs) (LANGFORD, 2008); (PIECHA, 2010). Dentre os antibidticos
gue requerem atencdo dada a sua ampla utilizacdo estdo a amoxicilina
(AMX) e cefalexina (CFX).
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Existem inGmeras maneiras de remover os antibidticos da urina,
entretanto 0os Processos Oxidativos Avangados (POAs) ndo s6
modificam a estrutura quimica, mas eliminam os antibi6ticos
mineralizando-os a gas carbonico e dgua. Melo et al, 2009, listaram os
principais POAs aplicados a degradacdo da AMX, e entre eles estd a
oxidacdo avangada por perdxido de hidrogénio e luz ultravioleta
(H,0,/UV). Este processo oxidativo é bastante simples se comparado a
outros POAs, pois ndo gera residuo final além de ndo requerer outros
compostos como catalisadores da reacao.

Estudos que busquem avaliar as caracteristicas da urina quando
submetida ao POA sdo escassos principalmente no que se refere a perda
ou n&o dos nutrientes.

Para avaliar a remocdo de AMX e CFX pelo POA faz-se
necessario o emprego de técnicas analiticas capazes de identificar e
guantificar os analitos de interesse. Dentre as ferramentas instrumentais
disponiveis e mais utilizadas na identificacdo e quantificacdo de
farmacos esta a Cromatogréafia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

A remocdo da AMX e CFX da urina humana in loco é uma
alternativa para se minimizar os impactos decorrentes da presenca destes
no meio ambiente, além de facilitar o tratamento, pois 0s volumes sdo
bem menores do que se eles fossem removidos de uma ETE assim como
0s custos. Todavia, pouco se sabe a respeito dos POAs aplicados a
remogdo de AMX e CFX em urina. Por isso estudos que busquem
avaliar a remocdo destes dois antibidticos da urina humana sédo
importantes. Principalmente no que se refere & eficiéncia do processo
bem como a permanéncia dos nutrientes apds o POA, uma vez que a
recirculacdo dos mesmos €é um dos principios do saneamento
sustentavel.
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2. OBJETIVO GERAL

Avaliar a remocdo de amoxicilina e cefalexina da urina humana
pelo processo de oxidagdo avancada com perdxido de hidrogénio e luz
ultravioleta e a presenga dos nutrientes antes e apos o processo oxidativo
avancgado (POA).

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a remocdo de amoxicilina e cefalexina por POA em
urina armazenada e fresca frente a cinco diferentes concentracdes de
peroxido de hidrogénio;

¢ Analisar a presenca dos nutrientes antes a apés a submisséo ao
POA nas diferentes concentracdes de peréxido de hidrogénio avaliadas;

e Otimizar e validar um método de Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia para a analise de amoxicilina e cefalexina em urina
humana;
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 SANEAMENTO SUSTENTAVEL (ECOLOGICO)

A nomenclatura saneamento sustentivel, saneamento focado em
recursos ou saneamento ecoldgico (originado do inglés ecological
sanitation) surgiu recentemente, entretanto, o conceito acompanha o
homem desde seus primérdios. O ser humano sempre lidou com as
excretas de modo natural, e na sua maioria elas eram enterradas.
Entretanto, com o surgimento das cidades, as excretas se tornaram um
problema devido principalmente & transmissao de doengas. Atrelado a
necessidade de remover as excretas das cidades, estava o fato de que na
cultura ocidental a adgua tem um papel de limpeza, de “purificagdo”.
Sendo assim a agua passou a ser utilizada como veiculo de transporte
das excretas.

Deste modo surgiu a logica do saneamento convencional, “a
tecnologia do fim de tubo”, na qual grandes volumes de esgoto sdo
gerados, necessitando de grandes estacfes de tratamento de esgoto, bem
como de tecnologias mais eficientes e “caras” para remog¢ao da matéria
organica e de nutrientes (COHIN, 2007).

Esta logica passou a ser pensada e estudada. Entretanto, a
preocupagdo com o meio ambiente, a falta de &gua potavel, o
esgotamento de fontes ndo renovaveis como fosforo e potassio e a crise
dos alimentos fez com que novos conceitos de saneamento fossem
propostos. Dentre estes, apresenta-se 0 saneamento sustentavel.

Enquanto o sistema convencional incorpora uma Visdo
centralizadora e de ‘fim de tubo’, tendo a 4dgua potavel como meio de
transporte, o saneamento sustentavel busca segregar, reciclar (nutrientes
e agua), reduzir o consumo de agua, além de ter uma caracteristica
descentralizada e focada no tratamento in loco do esgoto sanitario. Além
do mais, as excretas sdo vistas como nutrientes, logo, ndo podem ser
perdidas ou desperdicadas. Portanto, dentro dos conceitos desta légica
propbe-se: fechamento do ciclo, ou seja, reciclagem de nutrientes,
menor consumo de agua, desenvolvimento de tecnologias de baixo custo
entre outros (SCHONNING, 2004).

Para melhor aproveitamento dos nutrientes e remoc¢do dos
patégenos presentes no esgoto faz-se necessario separa-lo. O esgoto
pode ser divido basicamente em: urina, fezes e dguas cinza. A tabela 1
apresenta o volume total de esgoto gerado por habitante/ano bem como
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as quantidades de nutrientes e Coliformes fecais presentes nestas trés
fragOes.

Tabelal. Volume, nutrientes e coliformes fecais presentes no esgoto
bruto, aguas cinzas, urina e fezes.

Total Aguas cinzas Urina Fezes
Volume 25.000-100.000 | 25.000-100.000 500 50
(L/hab.ano)
Nutrientes
Nitrogénio 4,5 Kg/hab.ano 3% 87% 10%
Fosforo 0,75 Kg/hab.ano 10% 50% 40%
Potassio 1,8 Kg/hah.ano 34% 54% 12%
Coliformes - 10" - 10% 0 10" - 10%
fecais 100mL 100mL

Fonte: SANDEC, 2008.

Ao se verificar a tabela 1, percebe-se que 0s nutrientes presentes
no esgoto sdo em sua maioria oriundos da urina e das fezes, embora seus
volumes representem uma pequena parcela do volume total do esgoto
produzido por habitante/ano.

Frente a necessidade de separar 0s trés componentes do esgoto
algumas tecnologias vém sendo propostas. Primeiramente esta acdo
volta-se a necessidade de reduzir o consumo de agua € a separacao da
urina das fezes para que um tratamento adequado seja aplicado.

Dentre as tecnologias desenvolvidas estd o banheiro seco
segregador. Este banheiro ndo utiliza 4gua como veiculo de transporte
para as excretas e propicia a separacdo da urina/fezes através de vasos
sanitarios segregadores. Para que isso seja possivel ele tem uma
configuracdo diferente dos banheiros comuns (figura 1 configuracdo
banheiro seco segregador).
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Figura 1. Configuracdo do banheiro segregador.

P

Legenda: 1 = mictorio; 2 = vaso sanitario segregador, 3 = tanque de
armazenamento urina; 4 = tanque armazenamento das fezes; 5 = sistema de
exaustdo das fezes.

Uma vez separada a urina das fezes, faz-se necessario trata-las de
acordo com as suas necessidades. Alguns pesquisadores tem se dedicado
a determinar qual o melhor aditivo para o tratamento e desinfeccdo das
fezes (MAGRI et al, 2011, REBOLCAS et al, 2011). Sendo os mais
comuns, cinzas, palha e serragem. Entretanto o tipo de aditivo
adicionado caracteriza o tipo de tratamento. Por exemplo, se for
adicionado cinzas, o tratamento sera por desidratagdo, enquanto que a
adicao de palha ou serragem sugere o tratamento por compostagem.

No que se refere a urina ela é pobre em microrganismos, se
comparada as fezes, e 0 que pode vir a ser encontrado é decorrente de
um estado patolégico do individuo que faz uso do banheiro segregador
ou de contaminacdo fecal (SCHONNING, 2004). Por isso, as pesquisas
realizadas no sentido de tratd-la estdo focadas em sua maioria na
estabilizacdo/recuperagdo de nutrientes e na redugdo do volume final.

Fisiologicamente a urina humana é definida como uma solucéao
composta basicamente por agua, sais minerais e nutrientes. Isto porque
ela se forma nos rins cuja funcdo é realizar a eliminacdo de produtos
finais do metabolismo orgéanico (uréia, creatinina e &cido Urico) bem
como o controle da concentracdo da agua e de outros constituintes dos
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fluidos corp6reos como sodio, potéssio, cloro, bicarbonatos e fosfatos
(GUYTON, 2006).

A composicdo da urina pode variar de acordo com os hébitos
alimentares de cada individuo. A caracteriza¢do da urina humana pode
ser realizada em termos nutricionais, de matéria organica, volume, sexo,
idade, condicdo social, localizacdo geografica, etc. Na tabela 2
verificam-se alguns trabalhos que caracterizaram a urina humana em
termos de nutrientes e volume bem como os paises em que as pesquisas
foram realizadas.

Tabela 2. Caracterizacdo da urina fresca: nutrientes, volume e
localizagdo geografica.

Urina Humana g/hab.d (fresca) Pais Referéncia
N-total  P-total Potéssio  Volume (L)

115 0,50 1,249 Brasil Bazzarella, 2006
10,2 0,50 2,30 1,325 Brasil Zancheta, 2007
10,7 0,45 2,8 1,460 Brasil Rios, 2007

7,3 0,7 1,7 1,500 Suécia  Schénning, 2004
3,8 0,40 15 1,500 Quénia  Schénning, 2004

Observando-se a tabela 2 fica evidente que a principal
caracteristica da urina humana é a sua elevada quantidade de nutrientes.
Estes mesmos nutrientes sdo essenciais ao solo, portanto a urina se
tratada adequadamente pode vir a ser utilizada como fertilizante natural.
Estudos especificos tem se destinado a verificar a capacidade e a
possibilidade de se utilizar a urina humana como fertilizante (AKPAN-
IDIOK, UDO, BRAIDE, 2012; KARAK E BHATTACHARYYA,
2011; PRADHAN, HOLOPAINEN, TANSK, 2009).

Entretanto, o fato da urina ser um produto de excre¢do do
metabolismo humano suscita uma preocupacdo no que se refere a
presenca de farmacos ou de produtos decorrentes da sua
biotransformacao.

3.2 BIOTRANSFORMAGAO DE FARMACOS

Os farmacos possuem efeito farmacoldgico se atingem uma
concentragcdo adequada no tecido-alvo. Para tal, passam por quatro
estagios farmacocinéticos: absorcdo, distribuicdo, biotransformacgio e
excrecao.
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a) Absorcdo: é a passagem de uma substancia do local de sua
administragdo para a corrente sanguinea;

b) Distribuicdo: é a disseminacdo do farmaco por todo o
organismo, uma vez que a concentracdo ideal foi atingida;

c) Biotransformacdo: conversdo enzimética de uma substincia
guimica em outra;

d) Excrecdo: remocgdo do farmaco quimicamente intacto ou seus
metabdlitos polares, do organismo.

As substancias apolares (lipofilicas) ndo sdo facilmente
eliminadas pelos rins, sendo metabolizadas no figado, pelo sistema do
citocromo P450 (CYP) tornando-se entdo substancias mais polares e
passiveis de serem excretadas via urina. Ha casos em que os produtos de
biotransformacdo sdo toxicos, como por exemplo, o paracetamol e a
ciclofosfamida. Portanto, o fato do farmaco ter passado pelo processo de
biotransformacdo ndo garante a sua inativacdo, podendo o produto
biotransformado se tornar mais ativo e/ou toxico que o proprio farmaco
(RANG et al., 2004).

Alguns  farmacos apresentam baixa biodisponibilidade
plasmatica, ou seja, apenas uma quantidade muito pequena da dose
administrada se liga as proteinas plasmaticas, sendo assim parte do
farmaco administrado é excretado inalterado. Um exemplo desses
farmacos sdo os antibidticos, amoxicilina (AMX) e cefalexina (CFX),
ambos sdo excretados inalterados na urina acima de 80% da dose
administrada (GOODMAN, GILMAN, BRUNTON, 2010).

3.3 FARMACOS E MATRIZES AMBIENTAIS

Tendo em vista que a principal via de excre¢do dos farmacos é urina,
pesquisadores tem se preocupado com a presenca destes em estacdes de
tratamento de esgoto e agua. A maioria dos estudos busca identificar e
quantificar as principais classes farmacoldgicas. A tabela 3 apresenta as
principais classes farmacol6gicas detectadas e quantificadas em
diferentes matrizes ambientais, bem como suas respectivas unidades de
deteccdo e quantificagdo.

Inimeros sdo os farmacos encontrados em estagfes de tratamento
de agua e esgoto, em aguas superficiais e subterraneas, entretanto pouco
se sabe a respeito dos efeitos toxicologicos sobre os seres humanos e
demais animais. O que se tem conhecimento é que nos compartimentos
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ambientais alguns farmacos podem ser totalmente degradados, outros
parcialmente ou ndo degradados, sendo necessarios mais estudos.
Contudo, os antibioticos tem sido foco de indmeros trabalhos, dado ao
fato que a presenca destes no meio ambiente pode promover a selecéo
de bactérias, estimulando assim a resisténcia antimicrobiana (HUANG
etal, 2012).

Inimeras sdo as classes de antibiodticos utilizados na terapéutica,
sendo os P-lactdmicos uma das mais importantes. Os antibi6ticos
amoxicilina (AMX) e cefalexina (CFX) pertencem a esta classe e estdo
entre 0s mais dispensados nas unidades de sadde no sul do pais
(RAUBER; FELTRIN; PIOVEZAN, 2009; MENEZES; DOMINGUES;
BAISCH, 2009; TAVARES; ABRANTES, 2007; BERCQUO, 2004;
COLOMBO et al., 2004).
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Tabela 3. Classes farmacoldgicas encontradas em diferentes matrizes ambientais e suas respectivas unidades de

detecgdo e quantificagdo.

Classe farmacolégica Unidade Matriz ambiental Referéncias
Antibidticos, antiinflamatorios, antiepiléticos pg.Lt Efluente hospitalar, de industria Sim et al, 2011
farmacéutica, de fazendas de gado e
domeéstico.
Antibidtico e antidepressivo ng.g- Lodo de ETE. Lahti e Oikari, 2011
Antilipidémicos, antiinflamatorioa e metabolitos pg.L? Efluente doméstico e aguas naturais  Stumpf et al, 1999*
Antibi6ticos,  antiinflamatorios,  analgésicos, pg.L" Aguas superficiais Hordern, Dinsdale,
antiepiléticos engL? Guwy, 2008.
Antibidticos, antihipertensivos, antiinflamatorios, ng.L™" EstacOes tratamento de esgoto e Aukidy etal, 2012
antiepiléticos corpos d’agua receptores
Antibiéticos, antihipertensivos, antiinflamatorios, ng.L™ Aguas superficiais Serna,Petrovié,
antiepiléticos e antineoplasicos Barcelo, 2012
Antibiéticos, antidepressivos, analgésicos, ng.L™ Esgoto bruto e tratado e 4guas Hedgespeth et al,
hormdnios superficiais 2012
Antibiéticos,  antiinflamatorios,  analgésicos, ng.L™" Estagdo de tratamento de esgoto Li, Zheng, Kelly,
antitérmico antiepiléticos e hormonios 2013.
Antibidticos, antihipertensivos, e antiepiléticos ng.L” Aguas superficiais, subterraneas e Jongh et al, 2012

potavel

*= Primeiro estudo realizado no Brasil, que detectou farmacos em matrizes ambientais.
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3.4 ANTIBIOTICOS RB-LACTAMICOS E RESISTENCIA
MICROBIANA

Tradicionalmente os antibidticos sdo definidos como substancias
com propriedades bactericidas ou bacteriostaticas (HOMEM &
SANTOS, 2011). Os antibidticos atuam basicamente nas vias
bioguimicas envolvidas na formagdo e manutencéo da célula bacteriana.
Existem trés classes gerais de reacGes nas quais 0s antibi6ticos podem
atuar:

Reacdes de classe I: Sdo aquelas em que a célula bacteriana
utiliza glicose ou alguma outra fonte de carbono como alternativa para a
producdo de energia (ATP) e de compostos de carbono simples;

Reacdes de classe Il: a bactéria utiliza a energia (ATP) para
sintese: aminoécidos, nucleotideos, fosfolipideos, aminoagucares e
fatores de crescimento;

Reacdes de classe Ill: sdo reacdes de organizagdo das pequenas
moléculas em macromoléculas — proteinas, RNA, DNA, polissacarideos
e peptidoglicano.

Os antibiéticos B-lactdmicos atuam sobre as reacfes de classe
I1l, mais especificamente na sintese de peptoglicanos. A figura 2
representa um esquema de uma célula bactéria genérica.

Figura 2. Representacgdo esquematica de uma célula bacteriana genérica;
1= Parede celular; 2= Membrana plasmatica; 3= DNA (cromossomo); 4=
Ribossomos

Fonte: RANG et al., 2004.

As bactérias sdo seres procariontes que contem uma parede
celular composta por peptidoglicanos. A funcdo da parede celular
consiste em sustentar a membrana plasmatica subjacente. Elas podem
ser classificadas em Gram-negativas (Gram-) e Gram-positivas
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(Gram+), sendo essa classificacdo baseada na capacidade da bactéria se
corar ou nao pelo método de Gram.

A parede celular dos microrganismos Gram - é uma estrutura
relativamente simples, de 15 — 50 nm de espessura. Consiste de cerca de
50% de peptidoglicanos, 40% - 45% de polimeros &cidos e 5% — 10%
de proteinas e polissacarideos (ver figura 3A). A parede celular dos
Gram + (ver figura 3B) é mais complexa. A partir da membrana
plasmética, de dentro para fora, consiste nos seguintes componentes: i)
um espaco periplasmatico, que contém enzimas e outros componentes;
uma camada de peptidoclicano de 2 nm de espessura, que forma 5% da
massa da parede celular, frequentemente ligada a moléculas de
lipoproteina que se projetam para fora; ii) uma membrana externa, que
consiste numa dupla camada de lipideos, semelhante, em alguns
aspectos, a membrana plasmatica; contém moléculas de proteinas e, em
sua face interna, apresenta lipoproteinas ligadas ao peptidoglicano; iii)
polissacarideos complexos, que representam importantes componentes
da superficie externa, esses polissacarideos diferem nas diferentes cepas
de bactérias e constituem os principais determinantes de antigenicidade
do microorganismo. Existem algumas proteinas na membrana externa
gue formam canais de transmembranas repletos de agua, denominados
“porinas”, através dos quais os antibidticos hidrofilicos podem deslocar-
se livremente (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

Figura 3. Parede celular Gram-negativa (a) e Gram-positiva (b); 1=
Lipopolissacarideo; 2=Poro; 3= lipoproteina; 4= Peptidoglicano (mureina); 5=
Acido Lipoteicoico; 6= Acido teicoico; 7= Peptidoglicano (mureina)

A) B) "
2 4
Yook o
RN \ égééééééééé Membrana
QRN GRATALAL (externa
}Paredecelular 3_" Espaco
4 periplasmatico
Membrana Membrana
jcitoplasmética citoplasmatica

Fonte: (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).
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3.4.1 Antibi6ticos 3-lactamicos

Os antibitticos R-lactdmicos sdo assim denominados devido a
presenca do anel R-lactamico. A figura 4 apresenta a estrutura quimica
da penicilina, o anel esta indicado com um asterisco. A penicilina foi o
primeiro antibidtico 3-lactdmico isolado do fungo penicillium.

Figura 4. Estrutura quimica da penicilina e anel p-lactamico.

H
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Fonte: TOXNET, 2013,

Todos os antibidticos B-lactamicos interferem na sintese do
peptidoglicano da parede celular bacteriana. Uma vez, fixadas ao sitio
de ligacdo na bactéria estes antibidticos inibem a enzima de
transpeptidacdo que forma as ligagBes cruzadas das cadeias peptidicas
ligadas ao arcabougo do peptidoglicano (figura 5).

Figura 5. Diagrama esquematico de uma camada Unica de
peptidoglicano de uma célula bacteriana, mostrando o local de agdo dos
antibidticos R-lactamicos.

\
Cadeialateral de
tetrapeptideo

Os B-lactamicos LigacGes cruzadas peptidicas
impedemas
ligagdes cruzadas
peptidicas

Fonte: RANG et al., 2004.
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e Amoxicilina

A AMX (a-amino-p-hidroxibenzilpenicilina) é absorvida via oral,
sendo um &cido estavel e ativo contra bactérias Gram + e Gram -, pode
ser combinada ao &cido clavulanico para superar a resisténcia das
bactérias portadoras da enzima R-lactamase (RANG et al., 2004).

Figura 6. Estrutura quimica da amoxicilina, formula molecular, peso
molecular (PM) e PKa

NH,
[t H
I )<
HO O// !

(1) "COOH

C16H19N30sS, PM=365.41g, pKal = 2.4, pKa2=7,4, e pKa3 =
9,6
Fonte: TOXNET, 2013.

O grupamento eletrofilico (OH), indicado pelo nimero 1, ligado a
cadeia lateral aminada (2) diminui a densidade eletrénica da carbonila
(3) o que torna a AMX um farmaco acido resistente (CAIAFF et al,
2002).

e Cefalexina

A CFX é uma cefalosporina de primeira geracdo pertencente ao
grupo dos antibidticos B-lactamicos, derivados das penicilinas ver figura
7 (EL-SHABOURY, et al., 2007; FILHO et al, 2007).

Figura 7. Estrutura quimica da cefalexina, férmula molecular, peso
molecular (PM) e Pka.



38

(C16H17N304S), PM = 34739, pKal =25e pKa2 =73
Fonte: TOXNET, 2013.

A CFX, bem como as demais cefalosporinas, sdo susceptiveis a
ataques nucleo e eletrofilicos, por tratar-se de um sal hidrosoltvel de
carater anfétero (DODD; BUFFLE; GUNTEN, 2006).

3.5 PRINCIPAIS TECNICAS EMPREGADAS PARA
REMOCAO DE FARMACOS DE MATRIZES AMBIENTAIS

A preocupacdo com a remocdo dos farmacos de matrizes
ambientais, principalmente das esta¢des de tratamento de esgoto e &gua,
tem levado ao desenvolvimento e aperfeicoamento de técnicas capazes
de remové-los. Alguns trabalhos tém pesquisado a remog¢do dos
farmacos por técnicas fisicas principalmente reatores de membrana e
adsorcdo por carvdo ativado, outras buscam as técnicas fotoquimicas
como ozonizacdo (O3)/UV ou ozonizagdo associada a peroxido de
hidrogénio 0s/H,0,/UV, foto-Feton, H,O0,/UV, fotocatalise com
TiO,/UV-VIS. Na tabela 4 visualizam-se alguns trabalhos que aplicaram
POAs para remocéo de antibiéticos de diferentes matrizes.
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Tabela 4. POAs aplicados para a remogédo dos antibi6ticos e matriz.

Antibidticos POA Matriz Referéncia
Ciprofloxacino  Degradacdo  fotolitica Agua Doorslaer et al,
e induzida por UV-A e 2011
Moxifloxacino UV-C e fotocatalise
TiO,/UV
Amoxicilina Ozonizagdo (O3/UV) Agua Andreozzi et al,
2005
Amoxicilina foto-Fenton Agua Trovo et al, 2011
Amoxicilina Fotolise UV, H,0,/UV Agua Jung et al, 2012
e O;/UV
Amoxicilina, Fotocatalise por Agua Elmolla e
ampicilina, UV/H,0,/TiO, Chaudhuri °, 2010
cicloxacilina
Amoxicilina, foto-Fenton  (H,O,/Fe Esgoto Elmolla e
ampicilina, 2y seguido por reator Chaudhuri, 2011
cicloxacilina em batelada sequencial
(RBS)
Cefalexina eletro-Fenton Esgoto Estrada, Li,
Wang, 2012
Amoxicilina foto-Fenton Solugéo Ayodele,  Auta,
aquosa Nor, 2012
Cefalexina o5 UV Esgoto Dodd, Rbuffle,
Ursvongunten,
2006
Amoxicilina 0,/UV Agua Andreozzi et al,
deionizada 2005

3.6 PROCESSOS OXIDATIVOS AVANCADOS

Este item da reviséo bibliografica foi escrito a partir do estudo de
capitulos dos livros Photochemical Purification of Water and Air —

Advanced Oxidation
Reactor

mechanisms;

Processes
concepts

(AOPs):

Principles,
(OPPENLANDER,

Reaction
2003) e

Physicochemical Treatment Processes (WANG, HUNG, SHAMMAS,

2005).

Os processos fotoquimicos em sua maioria sdo chamados de
processos oxidativos avacados (POAS) e seus mecanismos de reacdo sdo
basicamente uma imita¢do de processos naturais fotoiniciados em aguas
superficiais que estdo expostas a luz do sol ou na atmosfera terrestre.

O processo baseia-se na formacdo de uma espécie reativa de
oxigeénio, radical hidroxil. O radical hidroxil é um poderoso oxidante,
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possui tempo de vida curto, altamente reativo, ndo seletivo, pode ser
produzido facilmente, € encontrado amplamente na natureza, possui
carater eletrofilico e quando associado ao substrato apropriado sua
cinética é controlada podendo exibir constantes de velocidades de
segunda ordem.

A adaptacdo desse processo natural para uma dimensdo técnica
requer uma producdo suficiente do chamado radical hidroxil “livre”, a
partir de precursores adequados.

Diversas tecnologias tem buscado mimetizar 0s processos
fotoquimicos naturais entre elas estdo: processos cataliticos, oxidacéo
eletroquimica, irradiacdo de raio-X, entre outros. Alguns destes
trabalhos tém se dedicado a estudar a geragdo do radical hidroxil (OH).

Os POAs tém sido amplamente estudados, pois podem ser
aplicados ao tratamento de esgoto para o reuso, tratamento de efluentes
farmacéuticos e industrias, principalmente téxtil, producdo de agua
ultrapura, remediacdo de agua subterranea, degradacdo de explosivos
toxicos, laboratérios quimicos, entre outros.

Uma parcela muito grande das pesquisas atuais tem se dedicado
a estudar a aplicacdo dos POAs na remocdo dos poluentes orgénicos
persistentes (POPs). Estes compostos sdo perigosos devido a sua
bioacumulagdo nos compartimentos ambientais e ao risco que envolve a
salde humana. Os farmacos ndo estdo classificados diretamente como
POPs, contudo eles compdem um grupo de compostos chamados de
micropoluentes ambientais.

Os POAs podem receber diferentes nomenclaturas
(peroxidacdo, oxidacdo com peréxido de hidrogénio e luz ultravioleta —
H,O,/ UV, oxidacdo fotoinduzida por UV, etc), no entanto para
empregar-se a nomenclatura correta faz-se necessario compreender 0s
processos fotoquimicos. Os processos fotoquimicos sdo reagdes
decorrentes da excitacdo eletrbnica das moléculas pela influéncia da
radiacdo ultravioleta e luz visivel (UV/VIS).

A radiacdo eletromagnética comporta-se como onda e particula
(principio da dualidade da radiacdo eletromagnética) e pode ser descrita
como um fluxo de fétons a uma velocidade constante, em linha reta
através do espaco.

O  espectro  eletromagnético  possui  cinco  bandas
fotoquimicamente ativas — UV-Vécuo (VUV), UV-C, UV-B, UV-A e
Visivel (Vis) — cuja faixa de comprimento de onda (A) varia de 0 a 1200
nm (Figura 8). Esta divisdo baseia-se no fenbmeno causal decorrente da
incidéncia de cada banda sobre determinados compostos, ou seja, efeitos
fisicos, bioldgicos e medicinais.
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Figura 8. Classificacdo da radiacdo eletromagnética na faixa de
comprimento de onda (A) de 0 a 1200 nm com bandas especificas, nomes e
interacdo entre as moléculas.
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Legenda: M= molécula; M*= molécula excitada; M"® = molécula
excitada vibracionalmente; M* = molécula ionizada.
Fonte: OPPENLANDER, 2003.

A importancia da luz VUV para os POAs deve-se a sua
capacidade de ser eficientemente absorvida pela agua na fase liquida ou
gasosa, levando a homolise da molécula de 4gua com formac&o de H, e
OH" (radicais hidroxila). Devido a este fato o processo oxidativo com
VUV leva a mineralizacdo dos poluentes organicos presentes na agua.

A radiacdo UV-C quando absorvida por constituintes celulares
pode causar mutacBes e morte celular. Portanto esta banda neste
comprimento de onda é conhecida como germicida. Sendo utilizada em
processos de desinfecgdo UV para inativar bactérias, virus e outros
microrganismos.

A radiacdo UV-A e UV-B ao atingir a superficie da terra pode
causar queimaduras solares, cancer e bronzeamento.

A faixa do visivel é biologicamente ativa na fotossintese, além
de ser absorvida por corantes, farmacos e muitos outros
fotossensibilizadores.

Os fotons com comprimento de onda (L) superiores a 1000 nm
apresentam uma energia tdo pequena que sdo incapazes de elevar o
estado eletrénico de atomos ou moléculas. Portanto a absorcdo da
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radiacdo eletromagnética na regido do infravermelho (IV) excita as
moléculas vibracionalmente.

Os atomos que compde as moléculas poliatbmicas comportam-se
como centro de massas e adquirem movimento vibracional por absorgédo
do 1V, gerando diferentes niveis de vibracdo. Desempenhando assim,
um dos processos mais importantes dentro da fotofisica, o acoplamento
vibrénico. Isto porque a excitacdo das moléculas vibracionalmente faz
com que cada estado eletrdnico da molécula interaja com o0s niveis
vibracionais.

Para a aplicacdo dos POAs faz-se necessario utilizar fontes
luminosas que sejam capazes de gerar a radiacdo eletromagnética nos
comprimentos de onda ()) desejados. Para isso utilizam-se diversos
tipos de lampadas.

A eleicdo da fonte luminosa adequada determina em grande
parte a eficacia do processo. Entretanto, devem-se considerar aspectos
econdmicos e técnicos. Destacando-se trés:

1°) A fonte de radiacdo deve emitir radiacdo no comprimento de
onda absorvido pelo reagente (oxidante), ou seja, 0 espectro de emissao
da luz deve corresponder ao espectro de absorcdo do reagente em uma
extensdo maxima.

2°) A entrada da energia elétrica em uma fonte radiante determina
a energia radiante da luz dentro de um comprimento de onda
especificado, sendo este um critério importante na avaliacdo da
qualidade da lampada. A energia radiante difere consideravelmente da
energia elétrica da entrada, isto porque a maior parte da energia elétrica
de uma lampada é dissipada na forma de calor ou como o0 comprimento
de onda desejado, durante o funcionamento da fonte de radiago.

3°) Geometria: A geometria da lampada depende da concepcao do
reator mas podem ser (cilindricas, planares ou em formas especiais).

As lampadas mais comuns utilizadas em POAs sao divididas
em duas categorias. As que emitem espectros linha (laser, lampadas de
arco de mercdrio) e aquelas que emitem espectros continuos (ex.
lampadas de arco de xendnio).

As lampadas de arco de mercurio podem ser de média e baixa
pressdo, no entanto o foco deste trabalho sdo as lampadas de baixa
pressao.

3.6.1 Lampadas de mercurio de baixa pressao (LP)

As lampadas de mercurio de baixa pressdo sdo as mais comuns,
sendo amplamente utilizadas no campo da desinfecgdo UV. As LPs séo
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excelentes conversores de energia elétrica em energia radiante
(eficiéncia entre 40 — 60%), geralmente possuem uma saida de UV-C na
faixa de 30 — 50W e geram uma radiagdo monocromatica UV de
comprimento de onda (A) 253,7 nm usualmente referenciada como 254
nm. Na figura 9 visualiza-se o espectro de irradiacdo da LP.

Figura 9. Radiagdo monocromatica UV de A 253,7 nm gera pela LP.
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Fonte: OPPENLANDER, 2003.

o

3.6.2 Processos fotoquimicos

Os processos fotoquimicos podem ser classificados em trés
categorias: fotoxidacao, fotoredugdo e fotodegradacdo direta. No entanto
apenas a fotoxidacdo sera abordada nesta revisao.

As reacBes de fotoxidacdo podem ser do tipo fotoinduzida,
fotoiniciada e fotoxigenagéo.

a) Oxidacdo fotoinduzida

Em geral as reacdes de oxidagdo fotoinduzidas incluem: a
fotoionizacdo das moléculas M induzidas pela absor¢do da radiagéo
eletromagnética (figura 10 — reacdo 1), as reacOes da substancia M com
oxigénio sobre a influéncia da radiacdo UV/VIS (reagdo 2), neste caso a
fotoxidagdo € induzida pela excitacdo eletrénica do substrato M. Estas
reacdes implicam principalmente na transferéncia de elétrons do estado
excitado (M*) para o estado fundamental do oxigénio molecular (figura
10 — reagBes 4 a 6). Outra reacdo classificada como fotoinduzida é
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aquela em que o VUV inicia a fotoquimica do oxigénio molecular via
atomos de oxigénio intermedirios (figura 10 — reacgdo 3).

Figura 10. Reaces fotoinduzidas
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Fonte: OPPENLANDER, 2003.
b) Oxidacéo fotoiniciada

Nesta reacdo de oxidagdo nem o substrato M ou a molécula de O,
estdo eletronicamente excitadas (figura 11 — reagcdo 7). M reage com
uma espécie transiente e reativa (normalmente um radical) que é
formado a partir de uma molécula precursora excitada eletronicamente
N*. Os POAs sdo baseados neste tipo de fotoxidacdo, sendo N um
oxidante auxiliar (a-Ox) tal como: peréxido de hidrogénio (H,0,) e/ou
0zbnio (Oz). No caso do VUV a agua é excitada eletronicamente em si
mesma.

Figura 11. Representacdo de uma reacdo de oxidagao fotoiniciada.
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Fonte: OPPENLANDER, 2003.

c) ReacGes de Fotooxigenagdo

As reacdes de fotoxigenagdo na sua maioria sdo complexas, pois
ocorre uma competicdo entre os diferentes caminhos da reacdo levando
a formacdo de diferentes produtos (figura 12 — reacdo 4 a 6).
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Figura 12. Reacdes de fotooxigenagdo.
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Fonte: OPPENLANDER, 2003.

Os produtos do tipo | sdo formados por reacdes produzidas
fotoquimicamente de radicais com o oxigénio molecular no estado
fundamental (O,) através de radicais intermediarios (M-O-O¢) peroxil.
Suas estruturas moleculares sdo normalmente diferentes do tipo Il
obtidos pela sensibilizagdo fotoxidativa via oxigénio molecular singleto
(*O,). O oxigénio molecular singleto tem carater eletrofilico e suas
reacBes especificas diferem do oxigénio molecular tripleto (0,).

Produtos de fotoxidag&o do tipo Il sdo produzidos por reacOes de
radicais superdxidos (O,”) com uma molécula de substrato adequada M.
A reatividade do radical superoxido é caracterizado pela sua basicidade,
propriedades de oxidac&o/reducéo e propriedades nucleofilicas.

3.6.2.1 Oxidacao fotoiniciada

A figura 13 apresenta a situagdo ideal de uma reacdo foto-
iniciada, que é a base para os POAs, a qual ocorre na presenga de um
oxidante auxiliar, ex. H,O, e O3. O oxidante auxiliar (a-OX) que contem
atomos de oxigénio absorve a radiacdo eletromagnética com a formacéo
de uma molécula eletronicamente excitada (a-OX*). Em seguida, ocorre
uma cisdo homolitica das ligagdes, levando a formacdo de espécies
reativas de oxigénio primarias (Ox¢), sendo principalmente o radical
hidroxil, &tomos de oxigénio no seu estado fundamental O(°P) ou estado
excitado O('D).



46

Figura 13. Representacdo esquematica das de oxidacéo fotoiniciada na
presenca de oxidantes auxiliares e nomenclatura correspondente.
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A reacdo imediata com os substratos moleculares M na presenca
predominante do oxigénio inicia uma série de reacBes complexas. Em
agua e ar, as espécies reativas de oxigénio primarias podem ser
transformadas pelo radical, por transferéncia de elétrons ou por reacoes
acido/base para espécies secundarias, as quais sdo capazes de oxidar os
substratos moleculares. Além disso, reacdes que envolvem o radical
hidroxil com ions carbonatos e bicarbonatos levam a formacéo eficiente
dos anions, os quais sdo denominados oxidantes terciarios seletivos. A
quimica da reacdo que envolve os oxidantes auxiliares é complicada,
pois estes sdo capazes de oxidar os contaminantes por oxidacdo direta
decorrente do seu potencial de reducdo. Na tabela 5 é possivel visualizar
o0 potencial de redugéo dos oxidantes mais comumente utilizados.

Tabela 5. Potencial de Reducdo (Eh) dos oxidantes mais comumente
utilizados

Oxidante Eh (V)
F 3,0
O, 2,1
OH" 2.8
H,0, 1,77
KMnO, 1,70
ClO, 15
Cl, 1,4

Fonte: Adaptado JARDIM E CANELA, 2004.
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Os produtos gerados durante o processo de oxidagdo sdo
introduzidos a novos ciclos de oxidacdo até que todos os atomos de
carbono orgénico presentes sejam mineralizados (convertidos a dioxido
de carbono e 4gua).

Dentre os POAs fotoinduzidos estdo: oxidacdo VUV, oxidacao
UV, fotocatalise e desinfeccdo UV. A figura 14 apresenta as técnicas
bem como o tipo de fonte de radiacdo utilizada e area de aplicagéo.

Figura 14. Técnica de POAs fotoinduzidos.
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Fonte: OPPENLANDER, 2003.

3.7 PEROXIDO DE HIDROGENIO (H,0,)
a) Propriedades Fisico-quimicas

O H,0, é um composto amplamente encontrado em &aguas
naturais. Na forma comercial apresenta-se como solucdo aquosa de facil
manipulacéo. Isto porque na forma pura, ele se decompde facilmente
devido a sua alta capacidade oxidante. O H,O, puro apresenta-se como
um liquido azul palido, xaroposo com ponto de ebulicdo de 152,1 °C e
ponto de congelamento -0,89°C.
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A solucdo aquosa de H,O, é utilizada em processos de
branqueamento, sintese quimica, tratamento de dgua e esgoto por POA.
b) Fotoquimica

O efeito da radiacdo eletromagnética sobre a decomposicdo do
H,0, pode ser explicada pelo mecanismo de Haber-Weiss (ver figura
15).

Figura 15: Mecanismo da reacdo em cadeia da decomposicdo
fotoinduzida do peroxido de hidrogénio em agua pura de acordo com Haber e
Weiss.
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Fonte: OPPENLANDER, 2003.

Este mecanismo de reacdo em cadeia sugere que radicais hidroxil
sdo formados pela cisdo homolitica da ligagéo central HO-OH, iniciando
um ciclo de propagacdo, formando agua e oxigénio molecular. Sugere-
se que existam cinco intermediarios diferentes entre o peréxido de
hidrogénio e o radical hidroxil (H,O,...HO»).

Dentre os intermedidrios, um apresenta-se na forma de complexo
hidrogénio-ligado, composto por seis membros (peroxido de hidrogénio
e os radicais hidroperoxil na fase liquida, HOO-... H,O,). Este complexo
se reorganiza por um elétron se desloca para produzir como produto
final 4gua, oxigénio molecular e um radical hidroxila. Este Gltimo entra
novamente no ciclo de propagacdo levando as reacfes de terminagdo
mais provaveis que incluem: recombinacéo radical-radical (dois radicais
hidroxil geram H,0,), a reacdo de um grupamento hidroxila com um
radical hidroperoxil levando a formacao de agua e oxigénio e por fim a
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formacdo de H,O, e O, por desprotonacgéo de radicais hidroperoxil. . A
tabela 6 apresenta a formula molecular e as caracteristicas de absorcdo
dos principais produtos envolvidos na fotoquimica do H,O,.

Tabela 6. Formula molecular e caracteristicas da fotoquimica do
H,0,.

Compostos Férmula Caracteristicas de Referéncias
molecular  absor¢io A e Apu/nm,
&/L.mol™.cm™

Peroxido de H,0, A =295 - 299: €,=0,88 Bolton, 1999
hidrogénio A =254: €,=19,6 Glaze et al, 1987
Weeks e
A =254: €,=18,7 Matheson, 1956

A =250 —254: €,=19,02 Bolton, 1999
A =200 —204: §,=179,21 Bolton, 1999

fons HO, A =253.7: €,=240 Legrini et al,
hidroperdxido 1993
Radical HO, A =220:0=3,4x10"® Crowley et al,
hidroperoxil 1991
Amax= 225: €,=1050 Lightfoot et al,
1992
Radical HO’ Amax~ 225; A=188: €,=540  Buxton et al,
hidroxil 1988
Radical anion 0O,” Amax= 245: €,=2350 Bolton and
superoxido Cater, 1994

Fonte: OPPENLANDER, 2003.

A degradacdo fotoquimica do H,O, esta associada a variacdo
das condicGes do potencial hidrogeniénico (pH). Sob condicéo alcalina
0 peroxido de hidrogénio sofre desprotonacdo ocorrendo um equilibrio
entre as espécies H,0, e HO,". Esta Ultima espécie possui um coeficiente
de absorcdo maior que o H,0, (ver tabela 6), deste modo, as espécies
competem pela radiagdo UV. A dissociacdo fotoquimica destas espécies
leva a formacéo dos radicais ‘'OH e O,".

A influéncia do pH sobre a decomposicdo fotoinduzida do H,0,
depende ainda da influéncia da absorgdo do fluxo de fotons (®p). Em
condic¢des alcalinas pode ocorrer o efeito inibitério sobre o r(-H,0,), isto
em situacOes de baixa absorcdo de fluxo de fétons e baixa concentracédo
de H,0,. Por outro lado, sob elevado fluxo de fétons o pH nédo
influencia o r(-H,0,). Em pH alcalino pode ocorre ainda, o efeito
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“scavenging”, ou seja o sequestro do radical ‘OH pelo sistema
carbonato/bicarbonato.

3.8 PRODUTOS DE DEGRADAGCAO DA AMX E CFX
DECORRENTES DO TRATAMENTO POR POA.

Quando matrizes contendo AMX e CFX sdo submetidas a um
processo oxidativo avangado, como por exemplo, o H,O,/UV, alguns
subprodutos podem ser gerados. Entretanto a formagdo de subprodutos
toxicos esta relacionada a efetividade do processo.

Em termos da formacdo de subprodutos tdxicos a dose do H,0, é
um fator muito relevante. Gonzalez, Sans e Esplugas, 2007 observaram
a oxidacdo do antibidtico sulfametoxazol pelo processo de fotocatalise
(foto-Fenton), e constataram que em concentragdes mais baixas de H,O,
havia a formacgdo de intermedidrios mais téxicos do que quando foi
utilizado H,0, em concentragdes mais elevadas. Isto porque o emprego
de quantidades ineficientes de H,O, leva a degradacdo parcial dos
compostos.

Na revisdo bibliografica realizado por Melo et al, 2009 a respeito
dos processos oxidativos avangados, 0s autores afirmam que é
importante identificar a rota de degradacdo dos subprodutos bem como a
sua toxicidade e destino no meio ambiente. Entretanto, para que tais
investigacdes possam ser realizadas faz-se necessario 0 uso de técnicas
que possibilitem a identificagdo dos compostos como a cromatografia-
gasosa/liquida acoplada a espectrdmetro de massa (CG-MS e LC-MS).

Além do mais, é importante que se conhega a rota de degradagéo
de cada farmaco. Contudo os subprodutos gerados podem variar de
acordo com o método de remocdo utilizado, ou seja, do caminho da
reacao.

No trabalho realizado por Reynoso et al, 2012, sdo avaliados 0s
aspectos mecanicos e cinéticos da fotodegradacdo da AMX e CFX
utilizando uma fonte luminosa do tipo laser, cujo comprimento de onda
(A) é de 300 — 2000nm. Na figura 16 verificam-se os produtos de
degradacdo decorrentes da fotélise da AMX e CFX.
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Figura 16. Produtos de degradacdo da AMX e CFX gerados pela
fotolise da AMX e CFX por lampada laser.
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A figura 17 apresenta os produtos de degradacdo da AMX
decorrentes de um processo de hidrolise, levando a formacéo do acido
amoxicildico que por sua vez gera o acido amoxil6ico e a amoxicilina
dicetopiperazina (FREITAS, 2008).

Figura 17. Compostos derivados da hidrolise da AMX.
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Na figura 18 visualiza-se a formacdo de 14 subprodutos
decorrentes do processo foto-Fento. Este estudo foi realizado por Trovo
et al, em 2011 e teve como um de seus objetivos estudar a identificacdo
do produtos intermediarios gerados durante o processo através da
cromatografia liquida acoplada a um espectrdometro de massas time-of-
flight.

Figura 18. Degradacdo da AMX em agua destilada por degradagdo foto-

Fenton utilizando diferentes espécies de
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Ao se observar as figuras 16,17 e 18 percebe-se a formacdo de
diferentes subprodutos obtidos a partir da degradagdo da mesma
molécula (AMX), porém por mecanismos de reacdo (técnicas)
diferentes. Deste modo, verifica-se que o tratamento empregado
influencia na formacdo dos subprodutos. Portanto, a quantificacdo e
identificacdo destes compostos, necessitam de técnicas mais apuradas
como a cromatografia liquida e/ou gasosa acoplada a espectrémetro de
massas. Esse tipo de detector é capaz de fornecer a composicdo
elementar das amostras, bem como sua estrutura molecular, composi¢do
quali e quantitativa de misturas complexas, proporcoes isotdpicas de
atomos e amostras.
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3.9 TECNICAS ANALITICAS DE DETECCAO E
QUANTIFICAGCAO DE FARMACOS DE MATRIZES AMBIENTAIS.

As técnicas analiticas utilizadas na deteccdo de farmacos em
matrizes ambientais sdo baseadas em técnicas da quimica analitica.
Destacando-se a cromatografia acoplada a diferentes detectores.

A cromatografia, do grego “chrom” (cor) e “graphe” (escrever),
é um método de separacdo que se associado a um detector e ao uso de
padrbes analiticos torna-se também um método de identificacdo e
guantificacdo. Originalmente um dos primeiros ensaios cromatograficos
foi realizado pelo boténico russo Tswett, em 1906. Ele realizou a
separacdo de componentes presentes em extratos de plantas e gema de
ovo. Para isso utilizou uma coluna de vidro recheada com vérios solidos
de pequeno tamanho (Fase Estacionaria - FE) e éter de petroleo (Fase
Movel - FM).

Mais tarde, na década de 30 do mesmo século Kuhn e Lederer
aperfeicoaram a cromatografia em coluna, porém desta vez, ndo apenas
separaram as xantofilias da gema do ovo, mas também as identificaram.
Para isso foi utilizada um coluna recheada com carbonato de célcio em
p6 (FE) e éter de petréleo (FM). Dando inicio a era moderna da
cromatografia (COLLINS; BRAGA, 2006).

A partir dos experimentos iniciais a técnica foi aperfeicoada e
novas FEs foram sendo desenvolvidas (variando-se o estado fisico,
tamanho das particulas, e caracteristicas quimicas — principalmente
polaridade). Além disso, a variacdo do estado fisico da FM levou a
diferenciacéo da cromatografia entre liquida e gasosa.

Os detectores sdo componentes esséncias no desenvolvimento e
aperfeicoamento desta técnica sendo divididos entre destrutivos e nao-
destrutivos, ou seja, aqueles que destroem ou ndo o analito de interesse.
Os principais detectores sdo: detector por Luz Ultravioleta (UV),
Detector de Arranjo de Fotodiodos (DAD ou PDA), por fluorescéncia,
indice de refracdo (todos estes do tipo ndo destrutivo), entre outros e de
ionizacdo de chama, fotometria de chama, detector de espectrometro de
massas, etc (estes Gltimos do tipo destrutivos).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) acoplada a UV
€ uma técnica amplamente utilizada em diversas areas da ciéncia, isto
por se trata de uma técnica chamada de “universal”, ou seja, pode ser
utilizada para separar e identificar uma variedade de substancias.

A CLAE faz uso de colunas (metalicas) recheadas por
particulas muito pequenas. Para que a FM seja eluida através da coluna
faz-se necessario o uso de bombas de alta pressdo, o que confere
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elevadas pressées bem como um aumento na velocidade do fluxo de
fase movel.



55

4. METODOLOGIA
4.1 EXPERIMENTO POA por H,0,/UV
4.1.1 Preparo das solugdes utilizadas no experimento

As solucdes maes dos dois antibidticos foram preparadas a partir
de cépsulas de medicamentos genéricos de 500 mg, adquiridos em
farméacias comerciais. Primeiramente retirou-se o conteido das capsulas
de AMX ou CFX, transferiu-se para um baldo volumétrico de 500 mL e
completou-se com 4gua MilliQ, afim de que a concentragdo de ambas as
solucdes fosse de 2 g.L ™.

Na sequéncia colocou-se o baldo em banho de ultrassom para a
solubilizagéo de todas as particulas presentes na solugdo. Estas solugdes
foram comparadas com padrdes de AMX e CFX (2 g.L), afim de se
determinar a concentracdo real de cada antibi6tico na solu¢do utilizada.
Sendo assim a concentragdo da solugdo de AMX foi igual a 1,53 g.L " e
de CFX a0,72g.L™

4.1.2 Materiais, vidrarias e reagentes

¢ Baldo volumétrico 2L

e Pipeta automética

e Béquer

e Bomba a vacuo

o Filtro 0,8uL

e Funil

o Perdxido de hidrogénio 30% (Vetec ®)

4.1.3 Obtencé&o das amostras de Urina
¢ Urina Armazenada

A urina armazenada foi obtida de um banheiro seco segregador
localizado no Centro de Treinamento da Empresa de Pesquisa e
Extensdo Rural de Santa Catarina (Epagri), em Florianopolis. O
banheiro ndo utiliza descarga sanitaria convencional, sendo a urina
tratada por armazenamento/estabilizacdo e as fezes por desidratacdo.
Este banheiro possui um vaso sanitario segregador e mictérios (figura
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19). Para armazenar a urina e as fezes utilizam-se bombonas de 60L e
100L respectivamente.

A urina foi armazenada a temperatura ambiente e ao livre (ver
Figura 19) desde outubro de 2010. Antes de serem submetidas ao
tratamento por POA elas foram avaliadas por CLAE (ver item 4.2), no
que se refere as presenca de AMX e CFX.

Figura 19. Vaso segregador (esquerda) e tanques de
armazenamento da urina (direita).

=

e Urina Fresca

A urina fresca foi obtida de individuos que ndo utilizavam
nenhum dos antibidticos pesquisados. A coleta da urina foi realizada em
até 24H antes da anélise, nos diferentes dias de andlise. (n=5 pessoas).

Ambas as urinas (armazenada e fresca) foram caracterizadas
considerando-se o pH, DQO; (mg.L™), sélidos suspensos (mg.L™),
nitrogénio amoniacal (mg.L™), fésforo ortofosfato (mg.L™), cor 465 nm
(PT-Co) e alcalinidade.

4.1.4 Reator

Utilizou-se um reator de fluxo pistdo, do tipo STERILIGHT
modelo SSM-24. O reator € cilindrico, contém uma lampada a vapor de
mercdrio de baixa pressdo (25W e 9000H de vida dutil) cujo
comprimento de onda emitido é de 254 nm, a mesma esta recoberta por
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um tubo de quartzo. O volume do reator quando utilizado em batelada é
de 1,1 L. A figura 20 apresenta o reator.

Figura 20. Reator STERILIGHT modelo SSM-24

4.1.4.1 Ensaio com UV

O ensaio com UV foi realizado para observar se h degradagéo de
AMX e CFX decorrente apenas da incidéncia da luz UV. Inicialmente
550 mL de urina foram transferidos para um baldo volumétrico de 2000
mL (o baldo volumétrico foi utilizado apenas como recipiente de
mistura), na sequéncia adicionou-se 86,30 mL de solucdo méae de AMX,
92,05 mL de solucdo mée de CFX e completou-se o volume com agua
destilada para 1100 mL.

A concentragdo obtida para ambos os farmacos dentro do reator
foi de 120 pg.mL™ para AMX e 60 pg.mL™ para CFX. O ensaio teve
duracdo de 60 minutos e 13 amostras (To = 0 minutos; T; =5 min; T, =
10 min; T3 = 15 min; T, = 20 min; T = 25 min; Tg= 30 min; T; = 35
min; Tg = 40 min; Tg = 45 min; Ty =50 min; T; =55 min; e T4, = 60
min) foram coletadas de 5 minutos em 5 minutos. Neste ensaio foram
determinadas apenas as concentracfes de AMX e CFX (ver item 4.2). O
teste foi realizado primeiramente com urina armazenada e repetido,
substituindo-se a mesma por urina fresca.
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Figura 21. Fluxograma das etapas realizadas no ensaio com luz
UV. 92,02 e CFX (2g.L) mL de CFX

550 mL Urina
86,30 mL AMX (1,53 g.L*)
92,05 mL CFX (0,72g.L") —~l(
371,65 mL Agua destilada

T e |
Analise
Homogeneizada D i i —=s| Cromatogréfica

10X CFX e AMX
Tomin Tsmin T 10minl o min

4.1.4.2 Ensaio com H,0,/UV

Para este ensaio procedeu-se do mesmo modo que no item
4.1.4.1, exceto pela adicdo do peroxido de hidrogénio Ver figura 22.

Cada ensaio teve duracdo de 60 min, 13 amostras de urina foram
coletadas nos tempos (To = 0 minutos; T; =5 min; T, =10 min; T3 =15
min; T4 = 20 min; Ts = 25 min; T¢= 30 min; T; = 35 min; Tg = 40 min;
Ty = 45 min; Ty =50 min; Ty; = 55 min; e Ty, = 60 min). Os ensaios
foram repetidos cinco vezes para as trés menores concentragdes de H,0,
(58,0; 29,0; 145 mgL™) e trés vezes para as duas maiores
concentracdes de H,0, (928,0 e 464,0 mg.L™). Aliquotou-se um volume
de 80 mL no ponto Ty e Ty, € de 5 mL para os demais.

Figura 22. Fluxograma das etapas realizadas no ensaio com H,0,/UV.

%0 il Urima
86,30mL AMNX [1,53 L")
92,05 mL CFX [0,72g.07) ; Andlise:
Hy @, 30% . M. i
Agua destilada CRX; AMX; N-NH,,

_}lehl‘;l F'W;Dm
'oooo’

Tomin Truis T iomis Tumis

Hemogeneizada 10X
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Os volumes de peréxido de hidrogénio e agua variaram de acordo
com as concentracdes de H,O, utilizadas em casa ensaio. A tabela 7
apresenta os volumes de H,0O, e &gua para cada uma das concentracdes
avaliadas no experimento (14,5 pg.mL™, 29,0 pg.mL™, 58,0 pg.mL™,
464,0 pg.mL™e 928,0 ug.mL™).

Tabela 7. Volumes de urina, CFX, AMX, H,0, e agua, adicionados ao
reator.

Conc. final de Volumes (mL)

H,0,(mg.L™) Urina CFX AMX H,0, 4gua final
14,5 550 92,05 86,30 0,054 371,596 1100
29,0 550 92,06 8630 0,108 371,542 1100
58,0 550 92,05 86,30 0,216 371,434 1100
464,0 550 92,06 86,30 1,728 369,922 1100
928,0 550 92,05 86,30 3456 368,194 1100

Nas figuras 23 visualiza-se a configuracdo da coleta de urina em
cada tempo.

Figura 23. Configuracdo de coleta da urina do reator.

A)

Em todas as amostras foram analisadas as concentracdes dos
farmacos (AMX e CFX) por CLAE (ver item 4.2); e nas amostras Ty e
T, foram analisadas ainda a demanda quimica de oxigénio (DQO),
nitrogénio amoniacal (N-NH,") e fésforo ortofosfato (P-PO,).

4.1.4.3. Avaliacao dos dados — analises estatisticas
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Os resultados obtidos para as concentra¢des de AMX e CFX nas
amostras de urina antes e apés o POA foram expressos por meio de
média, desvio padrdo, e limite inferior e superior. Sendo realizado ainda:

¢ Andlise de variancia (ANOVA one way — Statistica 7.0) entre as
concentracbes de AMX e CFX resultantes do POA (13 pontos) e as
diferentes concentragdes de H,O; testadas (cinco concentragdes);

e Teste de distribuicdo normal e tendéncia da amostra ao longo do
tempo de analise;

4.1.5 Determinagdo DQO; N-NH," P-PO,*

Na tabela 8 observam-se os pardmetros avaliados, o tipo de
matriz analisada e a metodologia empregada.

Tabela 8. Pardmetros realizados na urina e metodologia aplicada.

Parametro Matriz Metodologia

DQO total (mg.L™) Urina Digestdo em refluxo fechado
— método colorimétrico —
Standard Methods 5220D
(APHA, 1998). Leitura em
espectrofotdmetro HACH®

Fésforo ortofosfato (mg.L™) Urina Método do acido
Vanadomolybdato (APHA,
1998). Leitura em
espectrofotdmetro HACH®

Nitrogénio amoniacal (mg.L™)  Urina Método colorimétrico de
Nessler (VOGEL, 1981).
Leitura em
espectrofotdmetro HACH®

4.1.6 Determinacdo de AMX e CFX

Para a determinacdo da AMX e CFX otimizou-se e validou-se 0 método
cromatografico proposto por por Samanidou, Hapeshi, Papadoyannis,
2003. A otimizacdo e validacdo do método cromatografico é
apresentado no item 4.2 deste trabalho.

4.1.7 Avaliacéo perfil de degradacdo de AMX e CFX em agua
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Para avaliar o perfil de degradacdo da AMX e CFX o ensaio foi
0 mesmo que o realizado no item 4.1.4.2 exceto pelo fato de que o
volume de urina foi substituido por équa destilada. Testou-se apenas as
concentracbes de 464,0 e 948,0 mg.L™ de H,0O,. Para cada T aliquotado
realizou-se a andlise cromatografica com o intuito de observar o perfil
de cada cromatograma bem como a degradacao de cada antibi6tico.

42 OTIMIZACAO E VALIDACAO DO METODO
CROMATOGRAFICO

4.2.1 Preparo das solugdes

4.2.1.1 Solucdo mée de amoxicilina (AMX), cefalexina (CFX) e
ampicilina (AMP)

Pesou-se 20 mg de cada padrdo AMX, CFX e AMP, transferiu-
se para um baldo de 10 mL e completou-se o volume com agua MilliQ,
afim de que a concentracdo final de 2 g.L™ fosse atingida. Os padrdes
foram armazenados no freezer -20°C por 4 meses. A AMP foi utilizada
como Padréo Interno (PI) do método.

4.2.1.2 Solucdo estoque de AMX e CFX

e AMX 400 pg. mL™: Transferiu-se 1000 pL da solugdo mée
para um baldo de 5mL, em seguida completou-se o volume com &gua
MilliQ.

e CFX 200 pg. mL™: Transferiu-se 500pL da solugdo mée para
um baldo de 5mL, em seguida completou-se o volume com agua MilliQ.

Todas as solucdes foram armazenadas em freezer a temperatura
de -20°C por 2 meses.

4.2.1.3 Solucao trabalho de AMX, CFX e AMP

As solucdes de trabalho foram preparadas nos dias das analises.

e AMX 200 pg. mL™: Utilizou-se 750 pL de solugdo estoque de
AMX, 375 uL de agua ultra pura e 375 L de urina armazenada.

e CFX 100 pg. mL™: Foram utilizados 500 pL de solucéo estoque
de CFX, 250 puL de &gua ultra pura e 250 uL de urina armazenada.
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e AMP 8 pg. mL™: Em um baldo de 100 mL adicionou-se 400pL
de solucdo mée de AMP e em seguida completou-se o volume com agua
MilliQ previamente filtrada.

Todas as concentracdes utilizadas para a validacdo do método
cromatogréafico foram preparadas a partir das solucées de trabalho.

4.2.2 Equipamento, acessorios e vidrarias

e Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia da Thermo Fisher
Scientific (figura 24) composto por:

Figura 24. Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia

Detector - UV
600LP e fotodiodo

Autosmostrador

An

b._&

eBomba quaterndria e degaseificador (Thermo Fisher
Scientific®);

e Detectores - UV 600LP e fotodiodo (Thermo Fisher
Scientific®);

o Autoamostrador (Thermo Fisher Scientific®);

e Software ChromQuest 5.0 (2008)

e Coluna: ACE® C18 (250 x 4,6 mm; 5um)

e Pré-Coluna: ACE® (21 x 4,6; 5 um);

e Membrana de filtracdode Nylon (47mm x 0,22um) (Aprolab)

e Balanca (Mettler toled®)

e Pagametro (WTW®);

¢ Ultrassom (MaxClean®)

e Bomba de vacuo (Millipore®);

eVial - 2mL transparente graduado com septo duplo
PTFE/Silicone e tampa de rosca (Aprolab);

Bomba
quaternaria e
deaaseificador
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e Purificador de 4gua (MilliQ®)
¢ Baldes volumétricos e béquers;
e Micropipetas (Brand®) e ponteiras.

4.2.3 Reagentes e solventes

e Metanol Grau HPLC Tedia Brasil® (Rio de Janeiro/ Brasil);
o Acido Acético Glacial PA Vetec® (Duque de Caxias/Brasil);
¢ Acetato de sddio trihidratado Vetec® (Duque de Caxias/Brasil);

4.2.4 Padroes analiticos

o Amoxicillin A8523 Sigma-Aldrich® (Alemanha)
e Cefalexin Vetranal 33985 Sigma-Aldrich® (Alemanha)
e Ampicillin Sigma-Aldrich® (Alemanha)

4.25 Método
4.2.5.1 Otimizacéo do método analitico

e Padronizagdo do método analitico para determinagdo de
AMX e CFX

Para a determinacdo de AMX e CFX foi utilizado o método
cromatografico segundo proposto por Samanidou, Hapeshi,
Papadoyannis, 2003. A andlise foi implementada utilizando-se
inicialmente solugBes aquosas dos padrdes de AMX e CFX em
diferentes concentracdes. Afim de que se conhecer as condicdes
cromatogréficas, uma vez otimizado o método em agua o mesmo foi
padronizado para urina armazenada de banheiro seco segregador.

e Preparo da urina

Para 0 preparo da urina (“tratamento”/“limpeza”) foram avaliados
extracdo liquido-liquido e dilui¢do simples precedida ou ndo por etapas
de pré-tratamento. Ap0Gs alguns testes primordiais a extracdo liquido-
liquido foi considerada inviavel e direcionaram-se os testes para a
diluicdo simples (DS). Para a avaliacdo da DS procederam-se ensaios
apenas com DS e testes em que a DS era precedida apenas por
precipitacdo de proteinas ou acidificacdo seguida de aquecimento e
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precipitacdo de proteinas. Tais procedimentos foram conduzidos em
urina armazenada e agua MilliQ para fins de comparacdo. Para elei¢cdo
do preparo da amostra optou-se por reforcar a urina armazenada e agua
MilliQ apenas com CFX na concentracio de 100 mg.L™.

Diluicdo simples: As amostra de urina/dgua previamente
fortificadas com padréo de CFX foram diluidas com &gua Milli-
Q (1:100), previamente filtrada em membrana de nylon (47 mm
X 0,22 um), em tubo falcon para um volume final de 2,5 mL.
Sendo que 1,250 mL deste volume é referente a solucdo de
padréo interno (4 mg.L™) e 1,175 mL a 4gua Milli-Q e 25pL de
urina/agua..

Precipitacdo de proteinas seguida de diluicdo simples: A
precipitacdo de proteinas foi realizada aliquotando-se 1 mL da
urina/agua, previamente fortificadas com padrdo de CFX, em
tubos falcon. Na sequéncia acrescentou-se 75ul. de metanol e
agitou-se em agitador automatico por 30 segundos. Apds, as
amostras foram transferidas para uma centrifuga e centrifugadas
a 3900 rpm por 25 min (ALEKSIC, 2008), em seguida 25uL do
sobrenadante foi utilizado na diluigdo conforme o procedimento
descrito acima.

Acidificacdo, aquecimento e precipitacdo seguida de
diluicdo: Transferiu-se 1 mL das amostras de urina/dgua
reforcadas com padrdo de CFX para um tubo falcon, na
sequéncia acidificou-se as mesmas com &cido nitrico ultra puro
até pH proximo de 4 (para verificar o pH foram utilizadas tiras
indicadoras de pH). Em seguida, elas foram colocadas em
banho Maria a 30°C por 5 min e entdo centrifugadas a 5000
rpm por 5 minutos. Apds, 25uL do sobrenadante foi diluido
conforme o procedimento de diluigéo simples.

4.2.6 Otimizacédo das condi¢es cromatograficas

Com o intuito de avaliar em uma mesma analise cromatografica

AMX, CFX e Pl o método foi otimizado para proporcionar a separacéo
cromatografica dos dois antibidticos B-lactamicos sendo estabelecidas as
seguintes condic¢des:
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¢ Coluna C18 (250 x 4,6 mm; 5um);

e Pré-coluna C18 (21 x 4,6; 5 um);

e Fluxo: 1,0 mL.min™;

e Fase movel: Metanol: Tampéo Acetato 10mM (22:78 v/v)
¢ Volume de injecdo: 25 puL

e Comprimento de onda detector UV: 265 nm;

e Tempo de andlise: 22 min;

4.2.7 Validacdo do método analitico para determinacéo
da AMX e CFX

Os pardmetros avaliados foram: limite de deteccdo e
quantificacdo, precisdo inter e intra-dias e linearidade. Os parametros
descritos acima ndo sdo aplicados a AMP, uma vez que a mesma foi
considerada o Padréo Interno deste método.

e Limite de Deteccdo e de Quantificacdo

O limite de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) para cada
antibiético (AMX e CFX) foi determinado experimentalmente.

Procedeu-se conforme o item 4.2.5 e avaliaram-se concentracoes
de 50; 25; 10 e 5 pg.mL ™ para AMX e 2,5; 1,0; 0,50 e 0,25 ug.mL ™ para
CFX.

O limite de detecco eleito foi a menor concentragdo com sinal
diferente de zero e coeficiente de variagdo menor que 20%. (n=20),
enquanto que o limite de quantificacio do método foi a menor
concentragcdo medida com coeficiente de variacdo menor ou igual a
10%. As andlises foram realizadas em quintulicata para cada ponto
avaliado (n = 20).

e Precisdo interdia e intradia

As urinas enriquecidas nas concentracdes de 50; 110 e 200
ng.mL™ de AMX e 1,0, 10 e 50 pg.mL™" de CFX, foram analisadas para
avaliacdo da precisdo do método. A urina foi preparada e analisada em
um dia para se determinar a precisdo intra-dia (n=15), e em trés dias
diferentes para se obter a precisao interdias (n=45). O procedimento foi
realizado em quintuplicata para as concentracfes avaliadas em cada dia
de analise.
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e Linearidade

Para se verificar a faixa de linearidade do método preparou-se a
urina, a fim de que as concentragbes de 200, 170, 140, 110, 80 e 50
pg.mL™ para AMX e 50, 25, 10, 5, e 1 pg.mL™, para CFX, fossem
atingidas. O procedimento foi realizado em quintuplicata para as
concentracdes avaliadas (n=20).
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

51 OTIMIZACAO E VALIDAGAO DO METODO
CROMATOGRAFICO

5.1.1 Otimizacao do método analitico
e Preparo urina

Os resultados obtidos para os testes I, 11 e 111 estdo expressos na
tabela 9 a seguir.

Tabela 9. Média, DP e CV da concentracdo da CFX ap6s as etapas de
tratamento.

Tratamento empregado  Concentracdo da CFX em urina (mg.L™)

Média DP* CV %**
I 100,85 4,54 45
1 88,55 3,72 4,2
e 88,11 5,20 5,9
Concentragdo da CFX em &gua (mg.L™)
I 100,74 4,94 4,9
1° 92,79 0,0093 0,01
11K 95,16 3,52 3,7

' = Diluicdo simples (DS); * = Precipitacdo de proteinas seguida de DS; °
Acidificagdo, aquecimento e precipitacdo de proteinas seguidas de DS; * =
Desvio Padrédo; ** = Coeficiente de Variagéo.

Elegeu-se como preparo da amostra a diluicdo simples (1:100),
segundo o proposto por Samanidou, Hapeshi, Papadoyannis, 2003.
Tendo em vistas os resultados alcangados tanto em urina armazenada
quanto em agua.

5.1.2 Otimizacdo das condicGes cromatograficas

A otimizac8o das condicBes cromatograficas teve por objetivo
reproduzir e adequar o método referéncia as condicdes do laborat6rio no
qual as analises foram realizadas. Buscou-se ainda, adaptar o método a
deteccdo e quantificagio da AMX e AMP (PI), além da CFX ja
detectada e quantificada no método proposto. A tabela 10 apresenta as
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condi¢des cromatograficas realizadas por Samanidou, Hapeshi,
Papadoyannis, 2003 e as condi¢des otimizadas neste trabalho.

Tabela 10. Condigbes cromatogréficas referéncia e condigBes
cromatogréaficas otimizadas.

Condic0es cromatograficas Condigdes cromatogréaficas
propostas por Samanidou, otimizadas neste trabalho.
Hapeshi, Papadoyannis, 2003

Coluna C18 (250 x 4,6 mm; 5um) Coluna C18 (250 x 4,6 mm; 5um)
Spherisorb ®0ODS-2 ACE®

Pré-coluna C18 (21 x 4,6; 5 pm); Pré-coluna C18 (21 x 4,6; 5 um);

Fluxo: 1,2 mL.min™ ; Fluxo: 1,0 mL.min™ ;

Fase modvel: Metanol: Tampdo Fase movel: Metanol: Tamp&o Acetato
Acetato’ (22:78 v/v) pH 4 10mM (22:78 viv) pH 3,8

Volume de injecdo: 20 pL Volume de injecdo: 25 pL
Comprimento de onda detector UV: Comprimento de onda detector UV:
265 nm; 265 nm;

Padrdo Interno (PI):  Padr@do Interno (PI): Ampicilina
Hidroclorotiazida (AMP)

Tempo de retencdo: CFX= 6,682 Tempo de retengéo relativo*:

min PI=2,973 min AMX = 4,0536 + 0,002min
CFX= 1,2140 + 0,03 min

Tempo de analise: ndo relatado Tempo de anélise: 22 min

'= Os autores néo relatam a concentragio do tampéo acetato utilizada;
2= Tempo de retencdo relativo (tempo de retencéo do Pl/tempo de retencdo da
AMX ou CFX).

As modificacbes nos parametros fluxo e preparo da FM
ocorrem com o0 intuito de aumentar o tempo de vida Gtil da coluna
cromatogréafica bem como do cromatdgrafo. O volume injetado é
diferente, pois o loop do cromatografo é de 25 pL. O Pl também foi
modificado, pelo fato da AMP tratar-se de um antibi6tico p-lactamico
enquanto que a hidroclorotiazida é um antihipertensivo. Neste trabalho o
tempo de retengdo é expresso em termos de tempo de retengdo relativo
(TRR).

Na figura 25 e 26 observa-se o perfil cromatogréafico do método
otimizado e validado em urina humana armazenada. Na primeira
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visualiza-se 0 branco de urina acrescido de AMP (PI) e na segunda
identificam-se os picos de AMX, CFX e Pl em urina, segundo as
condi¢des cromatograficas estabelecidas.

Figura 25. Branco de urina com PI (3)

1 A

Figura 26. Perfil cromatografico do método validado. 1=AMX, 2=CFX
e 3=P1 (AMP).
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Observando-se as figuras € possivel perceber que os analitos de
interesse apresentam boa separacao e seus picos aparentam boa simetria.
Além disso, embora o tempo de analise seja de 22 min este método
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mostrou-se adequado a para a identificacdo e quantificagdo da AMX e
CFX.

5.1.3 Validacdo do método cromatogréafico

Os resultados dos parametros da validacdo estdo expressos na
tabela 11.

Tabela 11. Resultados obtidos na validagdo do método para
determinacgdo da AMX e CFX em urina.

Parametro Unidade  Resultado

Amoxicilina Cefalexina
Limite de detecgéo ug.mL* 25 05
Limite de quantificago pg.mL™ 50 10
Linearidade pg.mL™*  50-200 1,0-50
Regress&o Linear r’ 0,9960 0,9998
Precisdo

intra/interdias

50 ug.mLt - 10pgmL?  Cve%*  4,03/7,52 3,14/3,74
110 ug.mL™ - 10 pg.mL*  CV%* 4,90/18,5 4,03/5,00
200 “gmL'l —-50 “gml_'l CV%* 4,8/6,3 3,24/3,54

r* = Coeficiente de correlagdo
CV%*: 0 CV% foi determinado ap6s serem realizadas series de cinco
repeticOes para cada uma das concentracdes avaliadas.

O método demonstrou-se mais sensivel para CFX do que para
AMX, uma vez que os limites de deteccdo e quantificacdo foram
menores (cerca 50X), entretanto tais resultados ndo comprometem as
analises. O método apresenta boa linearidade ficando dentro do valor
preconizado, r* >0,99 (BRASIL, 2003).

Buscou-se avaliar a repetibilidade e a reprodutibilidade do
método. Estas duas medidas representam os dois extremos de medidas
de precisdo, que podem ser obtidos. A repetibilidade (menor precisdo
esperada) d& a ideia do tipo de variabilidade esperada quando um
método é realizado por um Unico analista, no mesmo equipamento,
durante um curto espaco de tempo. A reprodutibilidade é a maior
medida de precisdo encontrada, sendo conhecida como "precisdo
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intermediaria” (EURACHEM, 1998). A precisdo é normalmente
expressa em termos de desvio padrdo relativo (coeficiente de variagéo).
Os valores de precisao intra/interdias obtidos para este método foram <
5% para a precisdo intradias e < 20% para precisdo interdias. Tais
resultados expressam a boa repetibilidade e reprodutibilidade do
método.

52 RESULTADOS CARACTERIZACAO DA URINA
ARMAZENADA E FRESCA

Os resultados dos pardmetros de caracterizagdo da urina
armazenada e fresca estdo apresentados na tabela 12.

Tabela 12. Caracterizacdo da urina armazenada e fresca

Parametros Urina Armazenada Urina fresca
pH 9,33 5,83

DQO (mg.L™) 11000 9210,00
Sélidos suspensos 689,5 435,0
(mg.L™)

N-amoniacal (mg.L")  5767,5 1050,0
P-ortofosfato (mg.L™")  641,3 355,0

Cor 465 nm (Pt-Co) 1030,0 110,0
Alcalinidade (mg.L™") 3184 1087

Estes parametros de caracterizagdo foram importantes para se
verificar as diferencas fisico-quimicas decorrentes do processo de
armazenamento da urina, bem como para se avaliar o POA adotado
neste trabalho.

Durante 0 armazenamento da urina ocorreu a sua estabilizagdo.
Sendo esta, fruto de diversos processos espontaneos como a hidrolise da
ureia, precipitacdo e volatilizagdo de alguns compostos. O N-amoniacal
aumenta no decorrer do processo de armazenamento devido a
degradacdo da ureia pela enzima uréase. A degradacdo da ureia favorece
0 aumento do pH (KARAKA e BHATTACHARYY, 2011). O aumento
do pH tem um papel significativo pois é em funcdo desta variacdo que
0s testes do POA se delinearam. A determinacdo da diferenca entre a cor
da urina armazenada e fresca, assim como os sélidos suspensos séo
fatores preponderantes no que se referem a capacidade da radiacdo UV
em clivar as ligacdes quimicas das moléculas.
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53
ARMAZENADA E FRESCA

ENSAIO COM RADIACAO UV EM URINA

Os resultados do ensaio de remocéao dos antibidticos apenas pela
incidéncia da radiacdo UV estdo expressos na tabela 13.

Tabela 13. Remogdo da AMX e CFX sob efeito da radia¢do UV.

Tempo Concentragdo AMX Concentragdo CFX
de pg.mL* pg.mL™
coleta Urina Urina fresca Urina Urina fresca
(min) armazenada armazenada

0 141,56 120,51 79,68 70,37
5 135,86 121,42 72,04 69,75
10 135,54 118,83 61,17 61,35
15 137,94 126,24 55,8 65,11
20 135,72 124,34 55,67 63,25
25 137,46 123,31 59,80 60,70
30 129,38 118,81 62,30 56,40
35 128,82 117,88 73,87 53,90
40 139,44 119,07 72,17 54,01
45 146,76 118,62 64,12 50,45
50 147,42 113,95 69,82 46,33
55 141,68 117,54 62,13 46,23
60 132,96 110,51 52,00 43,14

Na figura 27 observa-se o perfil de degradacdo da AMX e CFX
em urina ao longo do tempo de detengdo (60 min).

Figura 27. Remogdo de AMX e CFX por UV em urina armazenada e

fresca.
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A eficiéncia de remoc¢do de cada antibiético foi determinada
através das concentragdes iniciais (To min) e finais (Tg min) obtidas ao
longo do processo de fotdlise. A equagdo para o calculo da eficiéncia de
remocao esta apresentada a sequir:;

E%=(C;-C;)/Ci*100 Eq.(1)

Deste modo, tem-se que a eficiéncia de remocdo da AMX em
urina armazenada € igual a 6,08% enquanto que em urina fresca é 8,3%.
Para a CFX os valores foram de 34,74% em urina armazenada e 38,70%
em urina fresca.

Em termos de eficiéncia de remocédo a urina fresca apresentou a
maior eficiéncia de remocéo. Tal fato possivelmente esta relacionado as
diferencas entre as urinas, decorrentes do processo de armazenamento,
como cor e sélidos suspensos.

5.4 ENSAIO COM H,0,/UV

Todas as concentragdes obtidas durante o ensaio (To = 0
minutos; T; =5 min; T, = 10 min; T3 = 15 min; T, = 20 min; Ts = 25
min; Tg= 30 min; T7 = 35 min; Tg =40 min; T9 = 45 min; T1o= 50 min;
T1; = 55 min; e Ty, = 60 min) de remogdo de AMX e CFX em urina
armazenada e fresca, nas cinco concentracfes de peroxido de hidrogénio
(14,5; 29,0; 58,0; 464,0; 928,0 mg.L™) estdo expressas nas tabelas 14,
15 e 16 para AMX e nas tabelas 17, 18 e 19 para CFX. Os resultados
estdo expressos através de média, desvio padrdo e coeficiente de
variagdo (CV%), sendo aceito os resultados cujo CV estejam abaixo de
20%.
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Tabela 14. Concentragdes de AMX obtidas ao logo dos tempos de coleta nos ensaios com 14,5; 29,0 e 58,0 mg.L™ de
H,0, em urina armazenada

Tempo Remog&o da AMX em urina Armazenda (pH 9,33)
(min) Concentracgéo de H,0, Concentracgéo de H,0, Concentracéo de H,0,
14,5 mg.L™" 29,0 mg.L* 58,0 mg.L™"

Média DP CV% Média DP CV% Média DP CV%
0 146,42 1041 711 128,56 16,75 13,02 177,09 18,09 10,21
5 142,21 962 6,76 126,19 14,08 11,16 159,8 22,03 13,79
10 136,42 14,31 10,49 114,44 8,94 7,81 154,37 2,12 1,38
15 142,55 806 565 113,4 6,15 5,42 135,83 9,12 6,71
20 134,84 16,25 12,05 107,84 3,84 3,57 134,93 16,24 12,03
25 138,74 727 524 111,18 2,35 2,12 130,00 7,68 5,91
30 126,00 7,68 6,10 112,72 25,24 22,39 141,19 17,67 12,51
35 124,11 6,11 4,93 111,09 4,02 3,61 131,6 18,73 14,23
40 128,53 12,77 9,39 112,75 14,84 13,17 124,16 5,36 4,32
45 126,48 7,91 6,25 106,16 15,62 14,72 132,05 3,67 2,79
50 128,29 389 3,03 105,16 13,59 12,93 130,93 7,28 5,56
55 122,02 12,32 10,1 102,73 10,69 10,46 124,54 16,66 13,38
60 107,55 1,22 1,13 92,69 6,33 6,83 124,98 4,66 3,72

Observagdo: Média, desvio padréo (DP) e coeficientes de variagdo (CV) foram obtidos a partir de 5 séries de repeti¢des de cada
ensaio nas concentracdes de H,0, avaliadas.



Tabela 15. Concentracdes de AMX obtidas ao logo dos tempos de coleta nos ensaios com 14,5; 29,0 e 58,0 mg.L™ de
H,0, em urina fresca.

Tempo Remog¢do da AMX em urina Fresca (pH 5,83)
(min) Concentragéo de H,0, Concentragéo de H,0, Concentragdo de H,0,
14,5 mg.L™ 29,0 mg.L™ 58,0 mg.L™
Média DP CV% Média DP CV% Média DP CV%
0 111,95 5,58 4,98 155,11 903 583 149,42 1041 7,11
5 111,27 4,4 3,96 153,61 20,1 13,08 142,21 9,62 6,76
10 111,82 6,23 5,58 156,38 9 5,75 136,42 14,31 10,49
15 110,16 1,89 1,72 153,2 445 29 142,55 8,06 5,65
20 103,24 5,48 5,31 150,86 6 3,98 134,84 16,25 12,05
25 103,49 2,77 2,68 140,55 032 023 138,74 7,27 5,24
30 105,4 6,84 6,49 140,47 306 218 126 7,68 6,1
35 104,01 9,49 9,12 137,23 4 2,91 124,11 6,11 4,93
40 102,62 9,91 9,65 138,33 15,75 11,38 128,53 12,77 9,39
45 102,8 2.2 2,14 136,86 131 9,57 126,48 7,01 6,25
50 96,63 1,81 1,87 136,5 12,91 9,46 128,29 3,89 3,03
55 101,37 1,69 1,67 137,67 11,81 8,58 122,02 1232 101
60 99,66 8,85 8,88 135,37 308 671 107,55 1,22 1,13

Observacdo: Média, desvio padrdo (DP) e coeficientes de variagcdo (CV) foram obtidos a partir de 5 séries de repeticdes de cada
ensaio nas concentragdes de H,0, avaliadas.

75
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Tabela 16. ConcentragBes de AMX obtidas ao logo dos tempos de
coleta nos ensaios com 464,0 e 928,0 mg.L™ de H,0, em urina armazenada e
fresca.

Tempo
(min) Remocdo da AMX em urina Armazenada (pH 9,33)
Concentragéo de H,0, Concentracgéo de H,0,
464,0 mg.L™" 928,0 mg.L™
Meédia DP CV% Meédia DP CV%
0 117,7 4,26 0,036 132,28 18,77 0,14
5 112,06 21,22 0,19 121,22 11,84 0,098
10 109,37 11,8 0,11 120,88 25,93 0,21
15 108,59 4,98 0,05 116,85 20,23 0,17
20 107,8 27,69 0,26 109,25 13,02 0,12
25 87,99 1,02 0,012 92,52 4,76 0,05
30 84,78 12,69 0,15 81,64 0,12 0,001
35 78,13 12,3 0,16 79,91 5,78 0,07
40 75,98 2,1 0,03 77,08 1,02 0,01
45 72,9 1,58 0,02 56,84 11,04 0,19
50 68,14 0,77 0,01 55,16 7,73 0,14
55 60,29 7,44 0,12 50,64 8,24 0,16
60 56,2 2,58 0,05 29,14 1,61 0,06
Remocéo da AMX em urina Fresca (pH 5,83)
0 99,32 12,93 13,21 119,58 7,98 6,68
5 94,6 5,33 5,63 109,9 3,64 3,31
10 94,26 8,56 9,09 98,33 12,07 12,28
15 98,33 9,59 9,75 82,66 9,92 12
20 90,93 6,84 7,52 89,5 12,7 14,19
25 86,07 6,42 747 90,9 2,4 2,63
30 84 1492 17,76 84,9 0,24 0,28
35 66,02 8,77 13,28 85,59 0,64 0,75
40 61,35 2,09 34 76,1 3,3 4,34
45 62,1 0,92 1,49 72,05 2,81 39
50 59,62 6,61 11,01 69,49 0,66 0,96
55 57,82 4,077 7,04 69,51 2,85 4,1
60 52,38 5,28 10,81 65,13 7,89 12,11

Observagao: Média, desvio padrao (DP) e coeficientes de variagdo (CV),
obtidos a partir de trés séries de repeti¢des de cada ensaio nas concentragdes de
H,0, avaliadas.
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As médias das concentragdes de AMX para cada ensaio nas
diferentes concentracbes de peréxido de hidrogénio em urina
armazenada e fresca foram submetidas ao tratamento estatistico.

Através desta analise foi possivel perceber que ndo ha diferenca
estatistica entre se tratar a urina armazenada e fresca reforcada com
AMX para as concentracdes de 928,0 e 464,0 mg.L™" de peréxido (p =
0,90665 e p=0,22910) Para as demais concentragdes 58,0; 29,0 e 14,5
mg.L? de H,O, percebeu-se que ha diferenca (p = 0,00001 e p =
0,00002) estatistica quando se utiliza estas concentragdes.
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Tabela 17. Concentragdes de CFX obtidas ao logo dos tempos de coleta nos ensaios com 14,5; 29,0 e 58,0 mg.L™ de H,0,
em urina armazenada.

Tempo Remocéo da CFX em urina Armazenada (pH 9,33)
(min) Concentracgéo de H,0, Concentracéo de H,0, Concentracéo de H,0,
14,5 mg.L™" 29,0 mg.L* 58,0 mg.L*

Média DP CV% Média DP CV% Média DP CV%
0 78,56 8,08 10,29 62,51 1,62 259 55,59 9,44 16,99
5 79,94 5,63 7,04 65,87 11 16,68 48,76 6,77 13,90
10 73,28 10,38 14,18 55,97 308 550 39,14 8,20 20,95
15 73,91 10,70 14,48 54,19 374 641 39,45 6,94 17,61
20 69,44 9,59 13,81 49,56 511 10,31 41,30 8,12 19,67
25 66,42 11,95 18,00 47,55 396 834 40,40 5,33 13,19
30 73,31 8,99 12,26 46,75 342 733 37,37 6,38 17,06
35 69,49 8,71 12,53 43,89 305 6,96 31,32 1,66 5,30
40 53,08 7,08 13,34 42,82 397 9727 33,17 5,07 15,28
45 54,33 6,17 11,36 39,67 6,12 15,43 36,27 4,52 12,45
50 45,02 3,85 8,55 37,95 4,35 11,48 29,15 2,91 9,98
55 44,66 8,23 18,43 34,29 367 953 30,25 4,57 15,09
60 38,05 6,14 16,14 27,96 312 11,16 23,31 3,58 15,39

Observacdo: Média, desvio padrdo (DP) e coeficientes de variagdo (CV) foram obtidos a partir de 5 séries de repeticdes de cada
ensaio nas concentragdes de H,0, avaliadas.



79

Tabela 18. Concentracdes de AMX obtidas ao logo dos tempos de coleta nos ensaios com 14,5; 29,0 e 58,0 mg.L™ de
H,0, em urina fresca.

Tempo Remocéo da CFX em urina Fresca (pH 5,83)
(min) Concentracgao de H,0, Concentracéo de H,0, Concentracéo de H,0,
14,5 mg.L™" 29,0 mg.L* 58,0 mg.L™"

Média DP CV% Média  DP CV% Média DP CV%

79,86 3,35 4,20 89,86 9,31 9,25 86,78 10,9 12,56
5 78,39 3,21 4,10 86,22 5,07 5,88 79,94 5,63 7,04
10 77,02 5,68 7,38 84,05 5,91 7,03 73,28 10,39 14,18
15 76,97 4,74 6,16 83,48 5,19 6,22 73,91 10,70 14,48
20 69,10 4,65 6,73 80,5 6,73 8,36 69,44 9,59 13,81
25 67,01 4,02 6,00 72,99 3,32 4,55 66,42 11,95 18,00
30 65,8 4,53 6,88 71,89 4,92 6,85 73,31 8,99 12,26
35 62,27 10,75 17,26 65,12 1,88 2,89 69,49 8,71 12,53
40 60,96 5,93 973 64,65 3,23 5,00 53,08 7,08 13,34
45 59,77 1,99 3,34 64,25 2,80 4,36 54,33 6,17 11,36
50 58,12 1,89 3,26 63,63 2,70 4,24 45,02 3,85 8,55
55 58,44 3,02 5,16 61,56 7,07 11,48 44,66 8,23 18,43
60 53,73 4,62 8,6 60,98 7,51 12,31 38,05 6,14 16,14

Observagdo: Média, desvio padréo (DP) e coeficientes de variagdo (CV) foram obtidos a partir de 5 séries de repeti¢des de cada
ensaio nas concentracdes de H,0, avaliadas.
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Tabela 19. Concentra¢fes de CFX obtidas ao logo do tempo de coleta
nos ensaios com 464,0 e 928,0 mg.L'1 de H,0, em urina armazenada e fresca.

Tempo
(min) Remocédo da CFX em urina armazenada (pH 9,33)
Concentracéo de H,0, Concentracgéo de H,0O,
464 mg.L" 928,0 mg.L™
Média DP CV% Média DP CV%
0 54,65 3,70 6,76 69,71 4,25 6,10
5 53,60 5,70 10,64 69,93 13,87 19,83
10 57,33 10,32 18,01 62,4 4,49 7,20
15 55,98 10,07 18,00 57,53 7,73 13,44
20 50,16 0,06 0,12 53,20 9,00 16,92
25 41,69 6,71 16,1 55,07 5,55 10,08
30 40,09 3,58 8,93 40,55 3,86 9,52
35 28,20 4,80 17,03 34,96 4,24 12,14
40 29,52 2,93 9,94 33,85 5,29 15,65
45 24,57 0,99 4,04 34,45 4,76 13,84
50 16,11 0,06 0,37 32,68 2,89 8,83
55 14,95 1,62 10,85 32,86 5,97 18,16
60 14,63 1,32 8,99 17,08 0,47 2,74
Remocé&o da CFX em urina Fresca(pH 5,83)
0 81,10 2,29 3,56 71,64 4,41 5,90
5 77,62 5,64 7,27 67,66 4,21 6,22
10 72,84 1,26 1,73 57,56 5,61 9,75
15 75,00 0,06 0,08 52,61 0,62 1,18
20 69,20 4,16 6,02 49,18 4,18 8,49
25 52,41 4,48 8,54 46,35 2,60 5,65
30 45,78 8,55 18,68 44,58 0,91 2,05
35 40,05 1,80 4,50 40,96 0,95 2,32
40 35,80 3,68 10,28 34,76 1,36 3,93
45 33,36 2,42 7,24 32,56 0,89 2,73
50 27,67 21 7,60 28,8 2,53 8,81
55 25,71 0,12 0,47 27,28 2,37 8,68
60 25,58 0,52 2,04 15,43 2,14 13,89

Observagdo: Média, desvio padrde (DP) e coeficientes de variagdo (CV) foram
obtidos a partir de trés séries de repeti¢des de cada ensaio nas concentragdes de
H,0, avaliadas.
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As médias das concentragcfes de CFX para cada ensaio nas
diferentes concentracGes de H,0O, em urina armazenada e fresca foram
tratadas estatisticamente.

Quando a analise estatistica foi realizada em urina armazenada
reforcada com CFX percebeu-se que para as quatro maiores
concentracbes de peroxido de hidrogénio (928,0 e 464,0 58,0 e 29,0
mg.L™?) utilizadas ndo houve diferenca estatistica (p=0,20014).

Ao se analisar a urina fresca constatou-se que ndo ha diferencas
entre se utilizar as trés maiores concentracOes de peroxido de hidrogénio
(928,0 e 464,0 58,0 mg.L")  (p=0,22439) e para as 2 menores
concentraces (14,5 e 29,0 mg.L™) avaliadas também n&o existem
diferencas entre si (p=0,1185). Entretanto utilizar uma das trés maiores
concentracOes é diferente de se utilizar as duas menores concentracoes
neste tipo de tratamento empregado.

Uma vez determinada as concentracfes de AMX e CFX nos
ensaios realizados, plotou-se um gréfico de remocdo da AMX e CFX ao
longo do tempo do experimento (60 min). Na Figura 28 visualiza-se 0
perfil de remocdo da AMX em urina armazenada e fresca. Na figura 29
vé-se a degradacdo da CFX também em urina armazenada e fresca.

Figura 28. Remocdo da Amoxicilina em urina armazenada e urina
fresca nas cinco diferentes concentracdes de H,O, avaliadas.
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Figura 29. Remocéo da Cefalexina em urina armazenada e urina fresca
nas cinco diferentes concentragdes de H,O, avaliadas.
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Através dos gréaficos foi possivel determinar as equacgdes de reta
e os coeficientes de correlacdo para cada uma das concentragdes
utilizadas. A tabela 20 e na tabela 21 s8o apresentadas apresentam as
equacdes de reta e 0s respectivos coeficientes de correlagdo.

Tabela 20. Equacéo de reta e coeficiente de correlacdo da remogdo de
AMX em urina armazenada/fresca em cinco concentragdes de H,0,.

Conc. Remocdo AMX em urina Remocdo AMX em urina
H,0, armazenada (pH 9,33) fresca (pH 5,83)
mg.L™ Equagdo de Reta r’ Equagéo de Reta r’
14,5 y=-0,2273x + 111,77 0,8117 y=-0,4859x + 14567 0,803
29,0 y =-0,3902x + 155,72  0,8397 y=-0,4194x + 123,73 0,7742
58,0 y=-0,4673x + 111,23 0,8843 y=-0,6747x +158,82 0,685

464,0 y=-0,8703x + 103,56  0,9198 y=-1,0696x +119,78 0,9665
928,0 y =-0,778x + 109 0,8685 y=-1,6391x+ 13559 0,9739
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Tabela 21. Equacéo de reta e coeficiente de correlagdo da remogdo de
CFX em urina armazenada/fresca em cinco concentragdes de H,0,.

Conc. Remogédo CFX em urina Remogédo CFX em urina
H,0, armazenada (pH 9,33) fresca (pH 5,83)
mg.L™" Equacdo de Reta r’ Equacdo de Reta r’
14,5 y=-0,822x + 70,374  0,9349 y=-0,8226x +68,476 0,9724
29,0 y=-0,8212x + 61,672 0,9364 y=-1,0741x + 83,155 0,9509
58,0 y=-0,3968x + 49,248 0,828 y=-0,4212x +52,445 0,9456

464,0 y=-0,5472x + 63,262 0,958 y=-0,5225x + 88,69 0,9412
928,0 y =-0,6823x + 83,507 0,8785 y=-0,4262x +79,729 0,9465

Uma vez conhecidos as equacOes de reta e coeficiente de
correlagdo, determinou-se a eficiéncia de remocdo de cada um dos
antibiéticos em urina fresca e armazenada.

As eficiéncias de remocdo alcancadas para AMX e CFX em
diferentes concentrag@es de H,O, para a urina armazenada e fresca estéo
expressas na tabela 22. Para o calculo da eficiéncia de remocao utilizou-
se aequacdo 1, ja exibida anteriormente.

Tabela 22. Eficiéncias obtidas para a remocéo de AMX e CFX em urina
armazenada e fresca.

Conc. Eficiéncia de remo¢do AMX %  Eficiéncia de remocdo CFX %
HZOZ_l Urina Urina fresca Urina Urina fresca
mg.L armazenada armazenada

14,5 26,54 10,98 51,57 29,19

29,0 27,90 12,74 55,27 32,14

58,0 29,43 28.02 58,07 47.9

464,0 52,25 47,26 73,22 68,46

928,0 77,97 45,53 75,49 78,46

Alguns trabalhos tem se destinado a avaliar a remogao de AMX
e CFX em diferentes matrizes e por diferentes técnicas. Entretanto a
comparacgdo com eles fica comprometida, pois pesquisas que avaliem a
remocdo de AMX e CFX da matriz urina sdo escassos. Na tabela 23
buscou-se comparar as eficiéncias de remocdes atingidas neste trabalho
para a remocdo dos dois antibiéticos com outras pesquisas.
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Tabela 23. Eficiéncia de remogdo da AMX e CFX obtidas em diferentes matrizes e tipos de tratamento.

ATB Eficiéncia de Matriz Tipo de Condicdes do tratamento Referéncia
remocao tratamento
AMX  77,95%' e 4553% > Urina H,0,/UV Concentragdo AMX: 120 mg.L™"; Este trabalho
e CFX para AMX; 78,46%" armazena e Concentracdo CFX: 60 mg.L™;
e 75,49%° para CFX  fresca Concentragdo H,0,: 928 mg.L™
Duracdo tto: 60 min
AMX  97.87% Solugéo foto-Fenton Duragdo tto: 20 min; Dose H,0,: AYODELE, AUTA,
aquosa 48,62 ppm; Dose AMX: 40 ppm NOR, 2012
Dose catalizador: 2,249
CFX 20% , 40% , 65% e Esgoto o5 UV Dose de solucdo Os: 0,5; 1,0; 1,5; 3,0; DODD,
100% p/ as 5,0 mg.L" RBUFFLE,
respectivas doses de URSVONGUNTEN,
O testadas 2006
AMX  90% para AMX e Esgoto Biologico 2 reatores anaerobios seguidos por 4 DENG el al, 2012
e CFX  95,3% para CFX reatores aerdbios;Concentragao inicial
AMX: 0,50+0,46pg.L™"; Concentragdo
inicial CFX: 0,64+0,32 pg.L™
AMX  100% Esgoto foto-Fenton A eficiéncia esta atrelada a0 aumento TROVO
domeéstico da concentracédo de H,0, et al, 2008.
Concentracéo de de AMX 42mg.L™
AMX  100% Agua 0,/UV Concentracdo AMX: 5X 10*M; ANDREOZZI
deionizada Dose de 0;:1,6X10™ M; pH: 2,5e7,2 et al, 2005

Legenda: '=Urina armazenada; “= Urina fresca
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As eficiéncias de remocéo atingidas nos estudos compiladas na
tabela 23 foram maiores do que as obtidas no presente trabalho,
entretanto para dois deles a matriz avaliada é &4gua. Neste estudo serdo
expressos ainda, os resultados das eficiéncias de remocdo atingidas
guando se submeteu amostras de agua reforcadas com AMX e CFX ao
POA por H,0,/UV.

Os demais trabalhos listados na tabela 22 avaliam a matriz
esgoto (matriz tdo complexa quanto urina), porém eles utilizam técnicas
mais dispendiosas se comparadas ao POA por H,0,/UV.

Uma vez determinada a eficiéncia de remocdo para a AMX e
CFX pode-se correlacionar as concentragdes de H,O, avaliadas nos
diferentes ensaios com as eficiéncias obtidas. A figura 30 e 31 apresenta
a correlagdo destes dois parametros.
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Figura 30. Eficiéncias de remocdo da AMX em urina armazenada (pH 9,33) e urina fresca obtidas a partir das
concentracdes de 14,5 mg.L™ de H,0,; 29,0 mg.L™ de H,0,; 58,0 mg.L™ de H,0,; 464,0 mg.L™ de H,0, e 928,0 mg.L™ de
H205;

=000 UrinaarmazenadapH9,33 Urinafresca pH 5,83
= | 51000 -
g 900 1 € 900 - *
E ., | v=17,853x-46573 £ 5 593001005
5 R? = 0,9999 g 80 V= omesse
Q, 700 - ’ A 700 - R?*=0,9394
T 600 - T 00 -
o o
1@ 500 - !gh 500 - .
g 400 + 5 400 -
£ 300 - § 300 -
g 200 + g 200 -
8 100 - QO 100 - .
0 T T T T 1 O ™ T T T 1
0 20 40 60 80 100 0 10 20 30 40 50
Eficiénciade Eficiénciade

remogdo (%) remocado (%)



87

Figura 31. Eficiéncias de remocdo da CFX em urina armazenada (pH 9,33) e urina fresca obtidas a partir das
concentragdes de 14,5 mg.L™ de H,0,; 29,0 mg.L™ de H,0,; 58,0 mg.L™ de H,0,; 464,0 mg.L™" de H,0, e 928,0 mg.L™ de
H,0,.
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Observando-se os graficos e suas equacdes de reta percebe-se
excelente correlacdo para ambos os antibi6ticos. Deste modo pode-se
estimar a concentracdo de perdxido de hidrogénio necesséaria para
alcancar uma eficiéncia de remocdo igual a 100%. A concentracdo de
H,O, estimada para uma eficiéncia de remocdo de 100% em urina
armazenada e fresca é de 1,32 g.L ™! e 200,5g.L™ para AMX e de 45,07
g.L"e5,44 g.L™" para CFX.

Analisando-se o perfil do gréafico obtido pela eficiéncia versus
tempo, nota-se que o POA por H,0,/UV em urina € mais eficiente
guando se utiliza baixas concentragBes de peroxido de hidrogénio
levando-se em consideragdo as concentracdes de AMX (120 pg.L™?) e
CFX (60 pg.L™) utilizadas nos ensaios.

Os parametros que determinam a eficiéncia dos POAs sdo:
estrutura do composto organico, a concentracdo de peréxido de
hidrogénio e dos catalisadores, o comprimento de onda e a intensidade
da radiacdo UV, o pH da solucéo inicial e o tempo de contato da reacéo
(SEGNEANU et al. 2013).

A medida que as concentracdes de peréxido sdo aumentadas a
eficiéncia de remocdo ndo acompanha o aumento da mesma forma,
exceto para a AMX em urina armazenada, que obteve um grafico linear.
Segundo, Reynoso et al, 2012, a AMX possui um grupamento fenélico
na sua estrutura (ver figura 8), portanto a sua remocgdo é altamente
dependente do grau de ionizagdo do grupamento -OH. A proporgdo
kr/kt (kr= constante cinética decorrente da interacdo fisica entre as
moléculas e kt= constante cinética obtida da interacdo quimica) indica
gue em pH alcalino a degradacdo quimica é mais eficiente em
comparacdo com menores pHs. Isto porque com base no equilibrio
acido-base da AMX (pKal = 2,4, pKa2 = 7,4 e pKa3 = 9,6) em pH
proximo de 10 mais da metade das moléculas de AMX apresentam -OH
ionizados. Como o pH da urina armazenada é 9,33 as moléculas de
AMX provavelmente se encontram nesta configuracéo.

Para as demais correlagdes os graficos foram exponenciais. Deste
modo, quando se estima as concentracdes de H,0O, necessarias para que
a eficiéncia de 100% seja atingida tem-se um valor elevado para
remocdo da AMX em urina fresca e para CFX em urina
armazenada/fresca, tais valores podem inviabilizar o processo.

Isto pode estar ocorrendo porque a urina € uma solucéo rica em
fons e a medida que se eleva a concentragdo do peréxido de hidrogénio
se evidencia o efeito “scavenging”, ou seja, 0 sequestro do radical ‘OH
principalmente pelo sistema carbonato/bicarbonato. Os radicais hidroxil
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ndo sdo seletivos, reagindo com diferentes compostos. A quantidade de
radicais hidroxil formados no decorrer do POA é um fator limitante
(WOLS e CARIS, 2012).

A figura 32 ilustra a especiacdo das formas do carbono nos
diferentes pHs.

Figura 32. Diagrama especiacdo de carbono nos diferentes pHs.
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Através da figura 33 é possivel perceber as espécies de carbono
dominantes no pH da urina armazenada (9,33) e fresca (5,83).

Devido as elevadas concentragcbes necessarias para que a
eficiéncia de 100% fosse atingida seria importante estimar uma
guantidade minima desses antibidticos que poderiam adentrar ao meio
ambiente, sem que problemas relacionados a resisténcia microbiana
fossem observados.

Para isso seria importante estimar quais concentrages de AMX e
CFX podem influenciar o mecanismo de resisténcia. O estudo realizado
por Oberlé et al, 2012, buscou relacionar a presenca (concentragdo) de
antibidticos, dentre eles a AMX e CFX, em diferentes pontos de anélise
(entrada e saida da ETE do hospital e ao longo de um rio ao noroeste da
Franca) com a resisténcia microbiana a estes antibi6ticos. Para isto foi
avaliada a resisténcia microbiana em amostras que continham bactérias
E.coli isoladas dos mesmos pontos de analise. O estudo comprovou que
a resisténcia microbiana aos antibioticos foi maior nos pontos de
amostragem em que as concentracBes dos antibidticos foram mais
elevadas.
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Huang et al, 2011, buscou identificar se bactérias heterétrofas
presentes no efluente de uma ETE na China eram resistentes a
penicilina, ampicilina, cefalotin e cloranfenicol (antiéticos pertencentes
a classe de B-lactamicos assim como AMX e CFX). Para isso utilizou
um o indice de relagdo ICs/MIC (ICso = concentracdo de antibidtico
necessaria para inibir 50% do total de bactérias heterotroficas em
comparacgdo com o valor da maior concentragao inibitéria minima de um
grupo de agentes patogénicos de acordo com um antibiético especifico,
tal como definido pelo Clinical and Laboratory Standards Institute). Os
valores obtidos foram >2, >1, >1, e 1.08, para penicilina, ampicilina,
cefalotin e cloranfenicol. Os resultados deste trabalho revelam um nivel
elevado de bactérias heterotréficas encontradas em efluentes que sdo
resistentes a esses cinco antibioticos.

Cunninghamand e Shinlin, 2010, comprovaram pela primeira vez
que niveis de AMX < 100 mg.L™ poderiam induzir a tolerancia das
bactérias aos ions de prata, conferindo assim resisténcia a elas.

Tais estudos evidenciam a necessidade de se identificar e
quantificar uma faixa de concentragdo limitrofe entre a “inducdo” e “ndo
— indugdo” dos mecanismos de resisténcia para os antibidticos levando-
se em consideracdo ainda, as caracteristicas genéticas de cada
microorganismos.

As maiores eficiéncias de remocgdo a para a AMX foram
alcancadas quando se utilizou as concentragcGes mais elevadas de H,0,
(928 e 464 mg.L™) em urina armazenada, sendo a média das eficiéncias
65,1% .

Quando se analisa as eficiéncias obtidas para a CFX percebe-se
gue ndo ha uma diferenca significativa entre as remocdes alcadas tanto
em pH bésico e 4cido. Tal fato se deve provavelmente porque a CFX
trata-se de um farmaco de carater anfotero, comporta-se como base ou
acido. A reatividade da CFX em pH <7 (urina fresca) parece estar
associada a oxidacédo de suas duplas ligacdes ou ao tioéter (ver figura 7).
Em pH >7 a reatividade provavelmente é regida pela amina primaria
(pKa 7,3) (DODD; BUFFLE; GUNTEN, 2006). Neste caso torna-se
complicado estimar qual é o melhor pH para remocdo da CFX sendo
necessarios outros tipos de correlagéo.

Uma maneira de se estimar o melhor pH é correlacionar a
constante cinética (k) com as concentraces de peroxido de hidrogénio
utilizadas em urina armazenada (pH 9,33) e fresca (pH 5,83).
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A constante cinética foi calculada para ambos os antibiéticos a
partir de um modelo cinético de pseudo-primeira ordem dado pela
equacao:

-In [X)/[Xo] = k.t Eq. (2)

Sendo, [X] = concentragdo final de AMX ou CFX (apés os 60 min de
tratamento); [Xo]= concentracdo de AMX ou CFX quantificada antes do
POA; k= constante cinética e t= tempo.

A tabela 24, expressa os valores de k para a AMX e CFX obtidos
nos diferentes ensaios.

Tabela 24. Valores de k para AMX e CFX nas cinco concentragdes de
H,O, para urina armazenada e fresca.

Conc. k AMX (segundo™) k (CFX (segundo™)
H2O2_1 Urina Urina fresca  Urina Urina fresca
mg.L armazenada armazenada

14,5 5,00 x 10° 3,33x10° 2,23x 10™ 1,15 x 10™
29,0 6,83 x 10° 5,00 x 10° 1,70 x 10™ 1,13x 10"
58,0 7,50 x 10° 8,17 x 10° 2,22 x 10" 1,18 x 10™
4640  2,00x10* 2,35x10° 4,62 x 10" 3,55 x 10™
928,0 2,93x 10™ 1,67 x 10° 4,02 x 10 2,92 x 10™

Através dos dados da tabela 24 fez-se a correlacdo das
constantes cinéticas (k) com as cinco diferentes concentracdes testes, em
urina armazena e fresca. As figuras 33 e 34 expdem os graficos bem
como as referidas equagdes de reta e r’, para AMX e CFX.
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Figura 33.
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Observando-se os gréaficos e suas respectivas equacfes de reta
percebe-se que urina armazenada (pH 9,33) possui melhor correlagdo
0,9337 do que urina fresca 0,8252, ja para a CFX a urina fresca obteve o
melhor correlagdo 0,8671 enquanto que para urina armazenada foi de
0,8125.

Deste modo percebe-se que o pH alcalino é melhor na remocéo
de AMX e o pH é&cido para remogdo da CFX, entretanto para este
ultimo antibiotico o pH da urina (armazenada e fresca) ndo parece ser
um fator limitante no POA por H,O,/UV.

5.5 DETERMINACAO DQO; N-NH,* P-PO,*

O H,0; por se tratar de um oxidante ndo seletivo pode promover a
oxidacdo de outros compostos presentes na urina, como a matéria
organica, por exemplo. Devido a elevada quantidade de nutrientes
encontrados na urina fez-se necessario pesquisar a influencia do POA
sobre a oxidagdo do N:P e DQO. Os resultados entdo expressos na
tabela 25.

Tabela 25. Nutrientes presentes na urina antes e depois de submetidas
ao POA por H,0,/UV

Urina armazenada (pH 9,33)

Concentragdo | N-NH,” (mg.L™) [ P-PO,” (mg.L™) DQO(mg.L™)
H202

Antes | Depois | Antes | Depois | Antes | Depois
145ugmLT 6556 6813 562 561 15500 14466
29,0 ug.mL'l 6622 6816 597 573 12300 12000
58,0 ug.mL? 6261 6346 595 579 13340 13050
4640 pgmL™ 6333 6012 646 587 12367 12000
928,0 pg.mL™ 5505 5401 515 508 13110 12860
Urina fresca (pH 5,83)
| Antes | Depois | Antes | Depois | Antes | Depois
145ugmlt 1252 1269 290 305 8625 8500
29,0 pgmL? 1230 1255 248 303 7833 6625
58,0 pg.mL'l 1039 1034 334 370 6900 6300
464,0 pg.mL'l 2199 1896 501 468 6067 5867
928,0 ug.mL™* 2272 2138 558 474 6750 6588

O foco desta tabela é demonstrar que o POA ndo remove 0s
nutrientes presentes da urina apds o POA. Sendo assim, ndo ha perdas
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de nutrientes que inviabilizem o POA aplicado a remocdo de AMX e
CFX da urina humana, tendo em vista o0 saneamento sustentavel.

5.6 A\/ALIACAO DO PERFIL DE DEGRADAGAO DE AMX
E CFX EM AGUA

O perfil de degradacdo da AMX e CFX em agua ¢ apresentado na
figura 35 e 36.

Figura 35. Perfil cromatografico da remocdo de AMX (1) e CFX (2)

utilizando 928 mg.L'l de H,O, nos tempos de coleta: A = TO min; B = T15 min;
C = T30 min; D = T45 min; E = T60 min. 3 = Pl (AMP).

1 2
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Figura 36. Perfil cromatografico da remogdo de AMX (1) e CFX (2)
utilizando 464 mg.L'1 de H,O, nos tempos de coleta: A = TO min; B = T15 min;
C = T45 min; D = T60 min. 3 = Pl (AMP).

Nas figuras acima, nota-se que a AMX e CFX foram removidas
ao longo do tempo de permanéncia no reator, alcancando eficiéncias
elevadas para ambos os farmacos, em 4gua e para as duas concentracoes
de H,0O, avaliadas neste ensaio.

Além do mais, para estas condi¢cGes cromatograficas, ndo foi
observado presenga de picos “fantasmas” ao longo da analise, ou seja, a
presenca de picos cromatograficos que ndo existiam no inicio do POA
(TO = 0 min), o que é um indicativo de que as doses de peroxido de
hidrogénio utilizadas, 928 mg.L™ e 464 é mg.L", sdo eficazes na
remocéo dos antibioticos.

Jung et al, 2012, realizaram um ensaio no qual avaliaram a
remocdo da amoxicilina de solugdes aquosas por UV-C e H,O,/UV.
Neste trabalho entre outras coisas 0s autores pesquisaram 0s produtos de
degradagdo decorrentes de ambos os processos. Utilizaram doses de
H,0, de 0; 0,4; 2; 3; 4; 5 e 10 mM H,0,. Os autores comprovaram
através da técnica de cromatografia liquida acoplada a um espectrémetro
de massas hibrido do tipo ion trap-time-of flight, que na concentracéo
mais elevada (10 mM) de peréxido de hidrogénio ndo foram observados
produtos de degradacdo. Tal achado indica que as doses utilizadas no
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presente trabalho 928,0 e 464,0 mg.L™ de H,O, (equivalentes a 27,30
mM e 13,65 mM respectivamente) foram adequadas a remoc¢do da
AMX.

Neste experimento avaliou-se ainda a eficiéncia de remocédo dos
dois antibidticos ao longo da sua permanéncia dentro do reator. As
concentracOes obtidas estdo apresentadas na tabela 26.

Tabela 26. ConcentragBes de AMX e CFX obtidas durante o POA por
H202/UV em solugdes aquosas contem 0s respectivos antibiéticos.

Tempo  Concentracdo AMX pg.mL™ Concentracdo CFX pg.mL™
(Min) 4640 mgL? 9280 mgL? 4640 mgL® 9280 mg.L"

H,0, H,0, H,0, H,0,
0 123,58 105,87 72,72 69,36
5 95,53 59,57 62,33 65,02
10 96,48 31,66 45,40 32,45
15 95,2 28,93 39,23 21,8
20 95,51 20,37 39,10 11,6
25 66,68 19,99 18,37 8,57
30 67,9 9,93 14,28 4,48
35 55,05 11,00 9,83 2,24
40 52,3 8,40 7,17 1,31
45 46,28 7,54 4,33 0,82
50 47,4 5,64 3,76 0,59
55 39,04 4,47 2,31 0,59
60 35,15 2,97 1,70 0,34

Uma vez determinadas as concentracdes de AMX e CFX ao
longo do tratamento calcularam-se as eficiéncias de remocéo para cada
farmaco nas duas diferentes concentragdes de perdxido de hidrogénio
testadas em &gua. As eficiéncias (ver equacdo 1) alcangadas para AMX
foram de 97% e 72% de remog&o quando utilizadas as concentragdes de
928,0 e 464,0 mg.L'1 de H,O, Para a CFX os valores foram de 99,51% e
97,66% de eficiéncia de remocéo as respectivas concentracdes de H,0,
testadas.

Tais dados se comparados com as eficiéncias apresentadas na
tabela 23 demonstram que o POA por H,O,/UV é excelente para a
remocdo de AMX e CFX de agua.

As eficiéncias foram calculas, embora o método cromatografico
tenha sido validado para a urina, ele foi excelente para a detecgdo dos
farmacos em agua. Mesmo que os valores de concentracdo de AMX e
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CFX estejam abaixo do limite de deteccdo e quantificagdo para o
método validado em urina estes valores foram considerados validos,
devido a existéncia de picos cromatograficos nos tempos de retencéo da
AMX e CFX quando avalio-se concentragbes menores que o LD e LQ
do método.

A figura 37 apresenta os graficos de InN[AMX]/[AMX,] versus
tempo e IN[CFX]/[CFX,] versus tempo. Através desta relagdo puderam-
se extrair as constantes cinéticas obtidas para AMX e CFX em 4gua nas
duas diferentes concentracdes de peroxido de hidrogénio avaliadas.
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Figura 37. A = Ln [AMX]/[AMX,] versus tempo para obtencdo dos valores de k da remogdo de AMX em agua nas
concentragdes de 464 e 928 de H,0,; B= Ln [CFX]/[CFX,] versus tempo para obtencdo Grafico para obtengdo dos valores
de k da remogéo de CFX em &gua nas concentracfes de 464,0 e 928,0 de H,0,.
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Os valores de k obtidos para remocdo da AMX em 4agua nhas
concentragﬁes de 928,0 e 464,0 mg.L'1 de H,0, sdo respectivamente: k=
0,0009 s* (0,054 min™) e k=0,0003 s (0,026 min™). As constantes
cinéticas para a CFX nestas mesmas concentraces de peréxido de
hidrogénio foram 0,0016 s™ (0,0956 min™) e 0,0011 s (0,0645 min™).

No trabalho realizado por Elmolla e Chaudhuri b, 2010, eles
avaliaram a remogdo de AMX e mais dois antibidticos B-lactdmicos,
através da degradacdo fotocatalitica por UV/H,0,/TiO, em solucdes
aquosas. O valor de k para remogdo de AMX foi igual a 0,007 min™. Em
outro trabalho, também de 2010, os mesmos autores obtiveram a
constante cinética para AMX, igual a 0,018 min™" utilizando um modelo
cinético de pseudo-primeira ordem assim como no primeiro estudo
mencionado acima. Porém, neste trabalho utilizou-se 0 POA com Oxido
de zinco acoplado a luz ultravioleta (znO/ UV) (ELMOLLA E
CHAUDHURI A, 2010.

Su et al, 2012, avaliaram a degradacdo da AMX em solugdes
aquosas usando radicais sulfatos sob irradiacdo de ultrassom, para isso
eles utilizaram o oxone (2KHSOs.KHSO,.K,SO,4) como fonte dos
radicais sulfatos. O tempo de detencdo da solugdo no reator foi de 60
min e 0 volume do mesmo era de 50 mL, o valor de k para a temperatura
de 24°C e 40°C foram de 3,24 X 10 min™ e 3,93 X10™ min™.

As constantes cinéticas alcangadas neste ensaio evidenciam que o
POA por H,0,/UV nas condicdes apresentadas neste estudo é aplicavel
guando empregado para a remoc¢do de AMX e CFX em agua destilada
reforgada com o farmaco.
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6. CONCLUSOES E RECOMENDACOES

A avaliacdo da remocdo da AMX e CFX da urina humana, bem

como da presenca de nutrientes antes e apds o Processo Oxidativo
Avancado (POA) por H,O,/UV frente a cinco diferentes concentracoes
de perdxido de hidrogénio foi realizada e obtiveram-se as seguintes
conclusdes:

O POA por H,0,/UV demonstrou-se adequado para a remogao
de AMX e CFX da urina humana;

Das cinco concentragfes de peroxido de hidrogénio avaliadas, as
concentracdes de 928,0 e 464,0 mg.L™ apresentaram as maiores
eficiéncias de remocdo para AMX tanto em urina fresca quanto
em urina armazenada;

Na urina armazenada (pH 9,33) obtiveram-se as melhores
eficiéncias de remogéo para a AMX.

A remocdo da CFX em urina armazenada e fresca atingiu boas
eficiéncias, no entanto a utilizacdo da urina fresca (pH 5,83) é
ligeiramente melhor para a remo¢do da CFX do que a urina
armazenada (pH 9,33).

Para a remoc¢do da CFX o pH da urina ndo parece ser um fator
limitante do POA, pois a CFX trata-se de uma molécula de
carécter anfotero.

O aumento da concentracdo do peroxido de hidrogénio foi linear
ao aumento da eficiéncia de remocdo apenas para a AMX em
urina armazenada.

As caracteristicas fisico-quimicas da urina (armazenada e fresca)
influenciam o POA, principalmente os pardmetros: cor, solidos
suspensos e alcalinidade.

Ndo foi observada perda N:P, nem da matéria organica
decorrente do POA que inviabilize o emprego da mesma tendo
em vista 0 saneamento sustentavel.

O POA por H,0,/UV também mostrou-se adequado a remogéo
de AMX e CFX em agua.

As eficiéncias de remocdo para AMX e CFX em agua atingiram
valores proximos de 100% para a maior concentracdo de
peroxido de hidrogénio teste (928,0 mg.L™).
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e As condi¢cBes cromatograficas utilizadas foram adequadas a
quantificacdo e deteccdo de AMX e CFX em urina.

Recomendacdes

A avaliacdo do POA por H,0,/UV para a remocdo de AMX e
CFX da urina humana com vistas ao saneamento ecoldgico demonstrou
ser uma ferramenta promissora para remog¢do dos mesmos. Entretanto
alguns parametros podem ser aperfeicoados para a melhora do processo.
Desta forma recomenda-se 0 sequenciamento da pesquisa cientifica nos
seguintes temas:

e Maiores eficiéncias de remocdo podem ser atingidas quando se
faz uso de fontes luminosas mais especificas, sendo assim
podem ser realizadas pesquisas com laser, lampadas de arco de
mercurio de média pressdo e lampadas de arco de xenénio.

e A configuragdio do POA por H,O0,/UV também pode ser
aperfeicoada para que maiores eficiéncias sejam atingidas.
Sendo assim, sugerem-se testes que avaliem a recirculagdo da
urina dentro do reator objetivando que a maior quantidade de
urina seja exposta a radiacdo UV assim como o aumento do
tempo de detengo.

e E necessaria a compreensdo dos mecanismos fotoquimicos que
evolvam a degradacdo da AMX e CFX pelo POA por
H,0,/UV, para isso recomenda-se a continuacdo de estudos
nesta area.

e Recomenda-se a realizagdo de ensaios toxicoldgicos para
avaliar a urina no que se refere a presenca de subprodutos
toxicos decorrentes da degradacdo da AMX e CFX.

¢ O POA por H,O,/UV demonstrou-se adequado a remocéo de
AMX e CFX, entretanto estudos que busquem avaliar a perda da
atividade antibacteriana dos antibidticos ap6s o tratamento séo
importantes no que refere a problematica da resisténcia antimicrobiana.

¢ Estudos econdmicos que levem em consideragdo os custos com:
operagdo e manutencdo do reator, bem como a efetividade do processo
no que se refere a dose de H,O, utilizada e energia consumida séo
fatores importantes para se determinar a eficiéncia do processo.
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e A luz solar é fonte de radiacdo UV, sendo assim testes com
radiacdo solar tornam-se uma alternativa mais econémica do que 0 uso
de fonte luminosa artificial.
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