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RESUMO

DINIZ, Mariana Beatriz Teixeira, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
fevereiro de 2018. Remocao de trimetoprim de aguas pelo uso de
nanoestruturas de oxido de manganés. Orientador: Anténio Augusto
Neves. Coorientadores: Maria Eliana Lopes Ribeiro de Queiroz e André
Fernando de Oliveira.

Com o desenvolvimento populacional os medicamentos estdo cada vez mais
comuns e maiores quantidades deles chegam ao meio ambiente, podendo
causar impactos ambientais graves, em especial os antibiéticos que podem
levar a resisténcia bacteriana. Sendo assim, a comunidade cientifica voltou
sua atencgao nas ultimas décadas para a quantificagdo desses compostos em
matrizes ambientais a fim de inspirar uma legislagao que imponha o controle
das quantidades lancadas aos ecossistemas. Outra preocupacao é gerar
alternativas para remover ou degradar tais analitos de forma segura e de facil
emprego em estagdes de tratamento, por exemplo. Para esse fim, um material
que vem ganhando destaque € o 6xido de manganés do tipo birnessita. Por
isso, este trabalho buscou avaliar o uso de birnessita para degradar o
antibiético trimetoprim em agua. Foram avaliados os efeitos do pH,
temperatura, concentragdo de trimetoprim para uma mesma quantidade de
birnessita e a presenga/auséncia de oxigénio no meio reacional. Os resultados
obtidos mostram que a reacao s6 ocorre em quantidades significativas em pH
igual a 2, alcancando 53% em 10 minutos de reacao a 25 °C. A temperatura
da solucéo interferiu diretamente na cinética da reacao, chegando a 69% de
degradacdo no mesmo tempo. Ao avaliar o efeito da concentracdo, os
resultados mostraram que quanto maior a quantidade de trimetoprim maiores
sdo as porcentagens obtidas. Entretanto, a reacdo se estabiliza em valores
menores de degradacao quanto maior a quantidade do farmaco. Por fim, a
utilizacdo de nitrogénio permitiu a degradacédo de 73% do farmaco em 10
minutos de reacao, alcangando o maximo de 99,7%. Diante do exposto a
degradacao de trimetoprim em agua utilizando birnessita mostrou-se pratica
e eficiente.



ABSTRACT

DINIZ, Mariana Beatriz Teixeira, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa,
February, 2018. Removal/degradation of antibiotic for veterinary use by
the use of manganese oxide nanostructures. Advisor: Anténio Augusto
Neves. Co-advisors: Maria Eliana Lopes Ribeiro de Queiroz and André
Fernando de Oliveira.

With population growth, medicines are increasingly common and larger
quantities of them reach the environment and can cause serious
environmental impacts, especially antibiotics that can lead to bacterial
resistance. Thus, the scientific community has turned its attention in the last
decades for the quantification of these compounds in environmental matrices
in order to inspire legislation that imposes the control of the quantities released
to the ecosystems. Another concern is to generate alternatives to remove or
degrade such analytes safely and easily in treatment plants, for example. To
this end, a material that has been gaining prominence is manganese oxide of
the birnessite type. Therefore, this work sought to evaluate the use of
birnessite to degrade the antibiotic trimethoprim in water. The effects of pH,
temperature, trimethoprim concentration for the same quantity of birnessite
and the presence / absence of oxygen in the reaction medium were evaluated.
The results show that the reaction only occurs in significant amounts at pH
equal to 2, reaching 53% in 10 minutes of reaction at 25 ° C. The temperature
of the solution interfered directly with the kinetics of the reaction, reaching 69%
degradation at the same time. When evaluating the effect of the concentration,
the results showed that the higher the amount of trimethoprim, better is the
percentages obtained. However, the reaction stabilizes at lower degradation
values the higher the amount of the drug. Finally, the use of nitrogen allowed
the degradation of 73% of the drug in 10 minutes of reaction, reaching a
maximum of 99.7%. In view of the above, the degradation of trimethoprim in

water using birnessite proved to be practical and efficient.
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INTRODUCAO

A partir dos anos oitenta uma nova classe de contaminantes, ditos
poluentes emergentes, passou a ser encontrada nos meios hidricos. Dentre
esses contaminantes estdo os corantes téxteis, agrotoxicos e outros. A
descarga no meio ambiente de grandes quantidades dessas substancias,
mesmo em baixas concentragdes (ng L' e pg L'') vem dando sinais de seus
efeitos negativos na saude humana e em diversos outros meios (BILA &
DEZOTTI, 2003).

Os poluentes emergentes englobam varios tipos de compostos, como
por exemplo os produtos de cuidados pessoais, surfactantes, hidrocarbonetos
policiclicos e os farmacos. Estes ultimos por sinal ttm ganhado maior atencéo
ao longo dos anos devido ao seu uso em larga escala, tanto na medicina
humana quanto veterinaria. Uma das classes mais utilizadas entre os
medicamentos é a dos antibibticos, os quais podem acarretar resisténcia
bacteriana quando em contato com tais microrganismos. Além disso, varios
estudos relatam que diferentes compostos podem ter interagces sinérgicas,
como por exemplo os antibiéticos trimetoprim e sulfametoxazol, levando a
efeitos adversos inesperados para humanos e outros organismos (SOUSA et
al., 2018; GAFFNEY et al., 2014).

Uma vez nos meios hidricos, esses compostos dificilmente sao
removidos ja que os processos utilizados tanto nas estagdes convencionais
de tratamento de esgoto quanto as de agua nao séo capazes de degrada-los
ou mesmo remové-los antes de reintroduzir os efluentes no meio ambiente
(LARSEN et al., 2004). Portanto, tornou-se necessario o desenvolvimento de
novas tecnologias para remocao dessas espécies presentes em aguas
contaminadas, visando proteger a saude humana e o meio ambiente (SOUSA
et al, 2018; HALLING-SORENSEN et al., 1998).

Os processos oxidativos avancados (POAs) estdo entre os métodos
promissores na remo¢ao da maioria das classes de produtos farmacéuticos
(DIAS 2015). Os POAs referem-se especificamente aos processos nos quais
a oxidacao dos contaminantes organicos ocorre principalmente através de

reagdes com radicais hidroxila (-OH). Normalmente os POA’s envolvem duas
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etapas: a formacéo do radical -OH e a reacdo desse agente oxidante com
contaminantes organicos na dgua (POURAKBAR, et al., 2016). Diferentes
POAs foram desenvolvidos e estudados para a remocao de antibiéticos em
agua. Estes incluem UV — oxidacdo (SORENSEN et al., 2015), fotocatélise
(LOFRANO et al., 2016), UV/H202 (JUNG et al., 2012), ozonizacao catalitica
(MOUSSAVI et al., 2015), reagente de Fenton e seus derivados (SANTOS et
al., 2015) e sonolise (DE BEL et al., 2009).

Neste mesmo contexto, encontram-se na literatura estudos recentes,
com o uso da birnessita na degradacao de compostos organicos. A birnessita
€ um tipo de 6xido de manganés que apresenta uma estrutura em camadas,
formadas a partir de unidades octaédricas de MnOs com o Mn, normalmente,
nos estados de oxidagéao lll e IV. Este material apresenta propriedades como:
alto poder de sorgéo, troca iénica, peneira molecular e catélise. Além disso, a
birnessita também pode adsorver os compostos, devido a possibilidade da
sua estrutura em camadas se expandir (LIU et al., 2012; FIGUEIRA et al.,
2008).



OBJETIVOS

Objetivo geral

Desenvolver um método capaz de remover ou degradar residuos do
antibidtico trimetoprim em agua empregando de nanoestruturas de éxido de
manganés do tipo birnessita.

Objetivos especificos

- Adaptar a técnica microextragéo liquido-liquido dispersiva (DLLME)
para extrair residuos de trimetoprim da agua;

- Desenvolver as analises, qualitativa e quantitativa, do farmaco por
cromatografia gasosa acoplada a espectrémetro de massa (GC-MS);

- Validar o procedimento analitico desenvolvido para andlise de

trimetoprim em agua;

- Preparar nanoestruturas de 6xido de manganés do tipo birnessita e
caracteriza-las por meio das técnicas de difracdo de raios-x (DRX),
espectroscopia de infravermelho (FT-IR), técnica potenciométrica para ponto
de carga zero (PCZ) e analise termogravimétrica (TG);

- Investigar a remogao e/ou degradacado de trimetoprim da agua por
birnessita, em diferentes tempos de contato, pH (2, 7 e 9), temperatura (25,
35, 45 e 55 °C), proporcao MnOz/farmaco, presenca e auséncia de oxigénio.



REVISAO DE LITERATURA
Historico

Desde as grandes civilizagbes antigas, como os egipcios, 0 homem
utiliza diversos produtos a fim de se obter uma melhora frente a uma doenga.
Avalia-se que o primeiro registro escrito de terapia medicamentosa seja o
papiro de Erbs datado de 1500 a.C. (Figura 1), um pergaminho de 20 metros
de comprimento orientando sobre o uso e manipulacdo de remédios a base

de ervas e outros produtos extraidos da natureza (JONES, 2011).

Figura 1: Pagina do papiro de Ebers, um pergaminho médico egipcio com
instrugdes para o preparo de diversos medicamentos a base de ervas

medicinais.

Fonte: JONES, 2001.

Inicialmente os medicamentos advinham de fontes naturais e quando
descartados na natureza, direta ou indiretamente, ndo acarretavam grandes
danos ao meio ambiente. Somente em 1869 comegaram as primeiras sinteses
de medicamentos, como por exemplo o hipnético hidrato de cloral,
comercializado ainda hoje em alguns paises como Noctec® (JONES, 2011).

Com o avango da industria farmacéutica, a presenca desses
compostos no meio ambiente tornou-se cada vez mais evidente. Nos ultimos

anos algumas toneladas de medicamentos foram produzidas apesar de as
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quantidades exatas ndo serem publicadas (BILA & DEZOTTI, 2003).
Atualmente os residuos de farmacos, entre outros produtos, séo classificados
como poluentes emergentes e sua presenga tem sido relatada em diversos
paises, em efluentes de agua residual, agua potavel, rios e barragens
(TERNES et al., 1999; KOLPIN et al., 2002; JOHNSON et al., 2000;
DESBROW et al, 1998). Sendo este um recurso esgotavel, com apenas
0,01% da quantidade total disponivel ao consumo humano e de valor
inestimavel aos seres vivos de modo geral, tornou-se cada vez significante a

preocupacao com os poluentes emergentes (PEREIRA & FREIRE, 2005).

Poluentes emergentes

O termo “poluentes emergentes” refere-se ao um grupo especial de
compostos que apresentam crescente contaminacdo do meio ambiente, em
especial das aguas subterraneas e de superficie podendo se tornar altamente

indesejaveis no futuro.

Dentre as diversas substancias existentes sob essa classificacao,
encontra-se compostos perfluorados, retardantes de fogo, alguns pesticidas,
hormonios sintéticos e os farmacos de um modo geral. Como esses produtos
estao diretamente relacionados com as atividades antropogénicas, os maiores
niveis de concentracao ja relatados situam-se préximos a grandes centros
populacionais e/ou industriais ou mesmo efluentes destes (BRUCHET et al.,
2002; BARCELO, 2003).

Outras caracteristicas desses micropoluentes sdo as baixas
concentracdes em niveis crescentes e principalmente a falta de informacgdes
referentes aos impactos causados sobre 0s seres vivos e 0s seus diversos
destinos (STEVENS-GARMON et al., 2011; HOSPIDO et al., 2010).

Antibiéticos

Nessa classe de compostos (micropoluentes), os antibiéticos utilizados
na medicina humana e/ou veterinaria merecem maior atencao. Isso se deve
ao fato de que tais medicamentos foram desenvolvidos para possuir
determinada resisténcia ao processo metabdlito a fim de garantir sua
presenca por tempo prolongado. Sendo assim, diversas vezes 50 a 90% da
dosagem inicial é excretada sem alteragdes. Apesar da baixa concentracao
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(ng L' a pug L") na qual essas substancias chegam aos diversos
ecossistemas, sua entrada é continua apresentando entdo significancia
ambiental frente aos diversos riscos potenciais para organismos aquaticos e
terrestres (BILA & DEZOTTI, 2003).

Apbés a excrecdo ou mesmo em etapas de fabricagdo desses
compostos, o destino final no meio ambiente geralmente é nos diversos
cursos hidricos. Isso pode ocorrer por exemplo através da utilizacdo de
esterco como fertilizantes, advindos de animais que foram tratados com
antibidticos, levando entdo a contaminagao da agua subterranea por meio da
lixiviacao dos contaminantes. Outros caminhos sao exemplificados na Figura
2 (BILA & DEZOTTI, 2003; ABELLAN et al., 2007).
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Figura 2: Possiveis rotas de farmacos no meio ambiente, desde sua

fabricacdo até disposicao final no meio hidrico.
Fonte: BILA & DEZOTTI, 2003.

Uma vez em contato com seres vivos, 0os antibiéticos podem causar
inimeros efeitos adversos. Dentre 0s ja conhecidos esta a promocao da
resisténcia bacteriana, que inclusive é favorecida por baixas concentracoes
(HALLING-SORENSEN et al., 1998). Outras pesquisas sugerem ainda que
alguns antibiéticos podem atuar como desreguladores enddcrinos
(substancias que agem no metabolismo hormonal) levando a ma qualidade



dos espermatozoides que vem sendo acompanhada nos ultimos 50 anos
(MULTIGNER & OLIVA, 2002).

Trimetoprim

Um dos antibiéticos que vém sendo estudado é o trimetoprim (2,4-
diamino-5—-(3, 4, 5-trimetoxibenzil)—pirimidina), também conhecido como
trimetoprima. Isso ocorre porque este farmaco € utilizado tanto na medicina
humana quanto veterinaria, de forma oral, topica ou injetavel. Apresenta
baixas taxas de metabolizagdo no organismo o que acarreta na excregao renal
da forma inalterada de boa parte da dose administrada, ou seja, 50-70% de
acordo com as informagdes do fabricante do medicamento Bactrim® (BOXALL
et al., 2004).

O trimetoprim, cuja férmula estrutural pode ser observada na Figura 3,
€ uma diamino-pirimidina sintética, regularmente prescrito para tratamento de
infecgbes nas vias respiratérias, urinarias e gastrointestinais. Este antibiotico
é classificado como bacteriostatico, ou seja, impede a proliferacdo das
bactérias ndo levando a morte das mesmas, o que € de responsabilidade do
préprio sistema imunolégico do paciente. O medicamento age inibindo a
formacao do acido félico (Figura 3), que é essencial a multiplicacdo das
bactérias (AKAY & OZKAN, 2002; CORDOVA et al., 2003).

,~==Anel piridinico - - - Acido +=~ ===+ Acido -~
s i p-aminobenzoico | glutdmico |
e ' (PABA) . .
N ,:\\ (|3| TOOH
OH (CH,),COOH
Acido félico
LN N._ _NH, OCH,8
" \CH, OCH,
OCHj4
Trimetoprim

Figura 3: Comparacao entre as estruturas de parte do anel piridinico do
acido félico e a porcéao pirimidina do farmaco trimetoprim. Fonte: Adaptado
de RANG et al., 2016.



Essa inibicado competitiva ocorre devido a parte da molécula de
trimetoprim ser semelhante a porgao pteridina do acido félico. Desta forma a
enzima diidrofolato redutase bacteriana nao consegue se ligar ao acido folico
para entao dar continuidade a sintese do tetra-hidrofolato necessario para a
sintese do DNA da bactéria responsavel pela sua multiplicacdo (RANG et al.,
2016).

Pesquisas mostram que este principio ativo apresenta efeitos em
diversas espécies aquaticas. Para as microalgas Selenastrum capricornutum
o trimetoprim apresentou valor de ECso (concentracdo efetiva que provoca
inibicdo de 50% da populacédo) de 80 mg/L mostrando ser prejudicial a esses
microrganismos (EGUCHI et al., 2004). Para a alga verde o ECso foi de 16
mg/L sendo também classificado como prejudicial (LINDBERG et al., 2007).

Embora algumas pesquisas associem a presenca de antibibticos a
diversas alteragbes no ecossistema, ainda nao existem leis que
regulamentem a quantidade permitida desses compostos nos efluentes das
estacdes de tratamento de esgoto ou mesmo na agua destinada ao consumo
humano e animal. Entretanto alguns paises ja reduziram o uso destes
medicamentos. No Reino Unido, por exemplo, o trimetoprim tem seu uso
restrito ao tratamento da pneumonia causada pelo fungo Pneumocystis carinii,

toxoplasmose ou nocardiose (RANG et al., 2016).

O método mais utilizado para a quantificacdo de trimetoprim em agua
é utilizando cromatografia liquida acoplada a espectrémetro de massa, sendo
assim, pouco preparo de amostra € empregado (ALHARBI et al., 2017;
SIRTORI et al., 2010). Porém, quando a determinacdo é realizada por
cromatografia gasosa ha necessidade de um preparo de amostra mais
rigoroso, que geralmente consiste na extracdo desse farmaco presente na
agua para uma fase organica que possa ser injetada no cromatégrafo a gas.
Uma técnica que pode ser escolhida para essa etapa é a microextracao
liquido-liquido dispersiva.

Microextracao liquido-liquido dispersiva (DLLME)

A microextracao liquido-liquido dispersiva foi apresentada pela primeira
vez em 2006 por REZAEE e colaboradores, onde a ideia principal era

desenvolver uma técnica de extracdo em fase liquida onde se utilizasse
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quantidades menores de solventes organicos visando reduzir o impacto

negativo no meio ambiente e na saude dos profissionais da area de analises.

Sendo a quantidade de solvente extrator muito pequena, consegue-se
um alto fator de enriquecimento. Aléem disso esta técnica consegue boa taxa
de extragcdo devido a presenca do solvente dispersor, que nada mais € do que
um solvente organico miscivel tanto na fase aquosa quanto no solvente

extrator, o que gera uma grande area de contato entre essas duas fases.

A DLLME consiste na dispersdo de um solvente extrator (imiscivel em
agua) e um solvente dispersor (miscivel em agua e no solvente extrator) em
uma amostra aquosa. Uma mistura apropriada do solvente dispersor e do
solvente extrator é injetada rapidamente, com auxilio de uma seringa, na
amostra. Apos agitacdo, uma solugédo turva com microgotas é formada. As
microgotas consistem no solvente extrator mais o analito j4 extraido. Apo6s
centrifugacao, ocorre a separacao do solvente extrator que € retirado com o
auxilio de uma seringa e € efetuada a quantificacdo dos analitos pela técnica
mais apropriada, cromatografia a gas ou a liquido. Dependendo das
caracteristicas do extrator, a fase organica de interesse pode ficar na parte

inferior ou superior de sistema. (CALDAS et al., 2011).
Métodos de degradacao de compostos organicos

No Brasil, assim como em diversos paises, as esta¢des de tratamento
de agua e efluentes sdo de modo geral projetadas para remover matéria
organica e outras impurezas por meio de processos bioldgicos e fisico-
quimicos (coagulacao, precipitacdo e adsorcao). Entretanto, pode-se avaliar
que tais processos nao sdo suficientes para livrar o meio ambiente dos
poluentes emergentes, ja que eles sdo comumente encontrados na agua em
diversas partes de mundo (FIERRO et al., 2008; ORMAD et al., 2008; CHOI
et al.,, 2006; YOON et al., 2007; ZHANG & ZHOU, 2008).

Com a crescente preocupagdo com a contaminacdo dos recursos
hidricos pelos poluentes emergentes, cresceram também as pesquisas
voltadas para a remocgao e/ou degradagao desses compostos dos efluentes
de esgotos domésticos e/ou das aguas destinas ao consumo. Dentro desse

contexto, encontram-se os processos oxidativos avangados (POA) que podem
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ou ndo ser irradiados (ABELLAN et al, 2007) e utilizar catalizadores
(MICHAEL et al., 2013). Tais processos tém como base a formagao de radical
hidroxila HO", altamente reativo e oxidante com capacidade de degradar
compostos organicos (RASTOGI et al., 2009; EVGENIDOU et al., 2007). Um
material promissor nesse contexto é o 6xido de manganés que pode ser

utilizado na remocao de poluentes organicos (DANG et al., 2013).

Oxido de manganés do tipo birnessita

Ultimamente os éxidos de manganés tém atraido a atencdo dos
pesquisadores por sua aplicagdo em diversas areas, consequéncia de sua
flexibilidade estrutural podendo se apresentar de diversas formas como pode
ser observado na Figura 4 (SUIB, 2008).

De modo geral, a estrutura dos diferentes 6xidos de manganés, Figura
4, é formada por octaedros de MnOs que compartilham vértices e arestas para
dar origem as diferentes formas com as quais esses 6xidos sdo encontrados

na natureza, em solos e sedimentos, ou mesmo sintetizados (VICTOR, 2017).

Uma entre as diversas formas com que esse material se apresenta, tem
atraido a atengao dos pesquisadores. A birnessita (6-MnO2) vém recebendo
essa atencdo devido ao fato de apresentar uma estrutura diferenciada em
camadas contendo folhas bidimensionais de octaedros de MnOs sendo
compartilhados pelas arestas. Além disso, 0 espaco entre as folhas comporta
moléculas de agua e cations metalicos (Li*, Na*, K*) imprescindiveis para
equilibrar a carga negativa decorrente da presenca de manganés com numero
de oxidagdo menores que IV. Inclusive essa presenca de diferentes valéncias
deste metal na birnessita € muito importante para as reacdes quimicas (DI
LEO et al., 2012; CHEN et al., 2002).
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Figura 4: Esquema das diferentes estruturas dos 6xidos de manganés.Fonte:
FENG et al., 1999.

Estudos realizados mostram que a birnessita apresenta grande
potencial frente a degradacdo de poluentes organicos presentes em agua.
VICTOR (2017) observou a degradacao de 90% do corante orange G em 30
min a uma concentragdo de 0,20 g L' utilizando birnessita sintética. Em
estudo semelhante, ZHOU et al. (2013) obteve 95% de degradacao do corante
Ponceau 2R dentro de apenas 10 min. QIN et al. (2016) apresentou um estudo
em que 10 mg dessas nanoparticulas degradaram 50 mL do corante
Rodamina B a 10 mg L' em 5 min de contato.
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Para fins de comparacédo, pode-se encontrar na literatura alguns
processos de degradacdo que demandam mais tempo para patamares
proximos de porcentagem. Para o corante Orange G, por exemplo, foram
necessarias 2 h para degradar 99% utilizando biochar (uma mistura de
biomassa com carvao) impregnada com ferro (PARK et al., 2017). Em outro
estudo utilizou-se bactérias exoeletrogénicas marinhas visando a degradacgao
do corante Ponceau 2R (Xu et al.,2016). Os resultados mostraram que para
chegar a 20% de descoloracao foram necessarias no minimo 2 h. E por fim,
ALVI et al. (2017) relataram 97% de degradagao do corante Rodamina B
dentro de 2 horas em um processo de degradacao fotocalitica utilizando

nanoestruturas de 6xido de zinco.

Considerando o grande potencial das nanoestruturas de manganés do
tipo birnessita para degradacdo/remog¢ao de compostos organicos em agua,
bem como os riscos vinculados a eles, neste trabalho foi investigada a
degradacao/remocao do farmaco trimetoprim em agua utilizando para isso a
birnessita sintetizada em laboratério.

12



MATERIAL E METODOS

Reagentes e solucoes

Os solventes acetonitrila e tolueno foram adquiridos das empresas
CRQ e Sigma Aldrich respectivamente, ambos de grau HPLC. A solucao
padrao estoque de trimetoprim foi preparada em acetonitrila na concentracao
de 1000 mg L, a partir do padréo farmacéutico adquirido da empresa Sigma
Aldrich (pureza > 99%). As demais solugdes de trabalho foram obtidas a partir
da diluicdo desta. Os reagentes cloridrato de hidroxilamina P. A. (NH20H.HCI)
e permanganato de potassio (KMnOs — pureza minima de 99% m/m),
utilizados na sintese da birnessita, foram adquiridos das empresas Synth e
Vetec respectivamente. A solucéo estoque de sulfato de sédio P. A. (Na2SO4
— Sigma-Aldrich, Brasil Ltda) utilizada na extracdo do farmaco nas amostras
do experimento de degradacao, foi preparada na concentragdo de 3,0 mol L~
!. Para a validagédo do método utilizado nas analises foi utilizada uma solugao
de Na2SQ4 na concentragao de 1,0 mol L' preparada com agua ultrapura (Milli
Q®) a fim de melhorar a separagdo das fases bem como o processo de
extracdo. Essa solucao foi fortificada com quantidades conhecidas da solucéao
estoque do padrao de trimetoprim. Todos os reagentes foram utilizados sem

demais etapas de purificagéo.

Instrumentacao e condicoes cromatograficas

Um microlitro do extrato obtido na etapa de extracdo da amostra foi
injetado em um cromatografo a gas (GCMS-QP2020), equipado com injetor
automatico (AOC-20i), acoplado a espectrdmetro de massa (MS) utilizando
uma coluna capilar SH-Rtx-5MS (30 m, 0,25 mm d. i., 0,25 um de espessura
do filme). O extrato foi injetado no modo splitless utilizando hélio de alta pureza
(99,99%) como gas de arraste (1,20 mL/min). O tempo de corte do solvente
foi de 4 min e os espectros de massa foram obtidos por impacto de elétrons
em 70 eV.

Na etapa de validacdo do método proposto, as amostras foram
analisadas no modo SIM durante os tempos de 10 e 12 min do inicio da
injecdo visando a razdo massa/carga de 290 (massa molar do trimetoprim).

Nesse caso, a temperatura do injetor foi de 280 °C e 0 aquecimento da coluna
13



foi iniciado em 150 °C, mantendo essa temperatura por um minuto,
aumentando 30 °C por minuto até 210 °C, seguido por outro aquecimento de
10 °C por minuto até 290 °C. A ultima taxa de aquecimento foi de 10 °C por

minuto até 300 °C, onde manteve por mais um minuto.

Essa programacao de temperatura foi obtida por otimizagédo ao analisar
o produto comercial do trimetoprim de uso veterinario Fortgal Plus®. Sendo
assim, apesar de ter sido empregado neste trabalho um padrao de alta pureza,

pode-se usar este método para o referido produto comercial.

Para analisar as amostras provenientes dos experimentos de
degradacao utilizou-se o0 modo Scan durante todo o tempo da analise
cromatografica (4 a 15 min). A programacao de temperatura foi a mesma para
as amostras de validagdo com excecao do tempo de permanéncia na
temperatura de 300 °C, que nesse caso foi de 3 min.

Sintese e caracterizacao da birnessita

A birnessita empregada nos experimentos foi sintetizada a partir da
reducao de permanganato de potassio, de acordo com LIU et al. (2016). Para
isso, gotejou-se 200 mL de uma solucédo de hidroxilamina a 0,07 mol L, a
uma velocidade de aproximadamente 0,7 mL min-', em 200 mL de solugéo de
permanganato de potassio a 0,1 mol L' sob vigorosa agitacdo. Apds a adigao
de toda solugcao de hidroxilamina, a suspensao formada foi filtrada utilizando
uma bomba de vacuo e lavada com agua deionizada até a condutividade do
filtrado estar abaixo de 20 uS cm'. Esta etapa foi realizada utilizando um
condutivimetro de bancada AZ modelo 86503. Subsequentemente o produto
foi seco em estufa a 60 °C por aproximadamente 14 h. A birnessita obtida foi
caracterizada por analise potenciométrica para determinacdo do ponto de
carga zero (PCZ), andlise termogravimétrica (TG), espectroscopia no
infravermelho (1V) e de difracdo de raios-X (DRX).

Espectrometria no infravermelho (1V)

Para caracterizagdo do material obtido, foi feita analise de
infravermelho de reflectancia total atenuada utilizando o equipamento Varian
660 com acessoério GladATR produzido pela empresa PIKE na faixa de 400 a
4000 cm™.
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Analise termogravimétrica (TG)

A analise termogravimétrica foi realizada utilizando o equipamento
Simultaneous Thermal Analyzer 6000 da Perkin Elmer. Para isso foi medida
uma massa do material entre 10 e 50 mg, sendo submetida a aquecimento

numa faixa de temperatura de 30 a 700 °C, variando 10 °C por minuto.

Espectrometria de difracao de raios-X (DRX)

A analise de raios-X foi realizada em uma faixa de 5 a 80° com variacao
de 0,04° no difratdmetro Bruker D8 Discovery DaVinci, com radiacao de cobre
filtrada com niquel (A=1,54 A, 40 KV, 40 mA). Uma amostra da birnessita
sintetizada foi misturada com etanol para a formagao de uma pasta, que entéao

foi depositada sobre uma lamina de vidro, a qual foi feita a analise.

Potencial de carga zero (PC2Z)

Para analise do pH correspondente ao ponto de carga zero (pHrcz) do
material sintetizado, foram adicionadas 20 mg de birnessita a 20 mL de
solugéo aquosa de NaCl a 0,1 mol L', com o intuito de controlar a forga idnica
do meio, em diferentes valores de pH inicial (1, 2, 3,4, 5,6, 7,8,9,10, 11, 12,
13), os quais foram ajustados com solu¢des de HCI ou NaOH e aferidas com
pHmetro. Apds 24 h sob agitacdo a 100 rpm, as solucdes foram filtradas e o
pH foi novamente medido. Foi plotado um grafico de pH inicial versus pH final
e o valor de PCZ foi estimado como a média dos valores presentes da regido

onde nao ocorrem grandes variagées entre o pH inicial e final.

Sistema reacional para remocao/degradacao de trimetoprim em agua por

birnessita

Para as reacbes de remocgado/degradacao de trimetoprim com as
particulas de éxido de manganés foi utilizado um béquer com capacidade de
600 mL contendo 300 mL da solugdo de trimetoprim a 10 mg/L em pH 2,
previamente ajustado, e 20 mg de birnessita sob constante agitacao
magnética. Um pHmetro TECNOPON® mPA 210 e um termdmetro foram
mantidos na solugéo durante todo o experimento a fim de manter o pH e
temperatura do sistema sob controle. Todos os experimentos foram realizados
em triplicata.
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Em todos os ensaios de degradacao/remocao foram recolhidas
aliquotas de 3 mL nos tempos de 0, 10, 20, 30, 45, 60, 90, 120, 150 e 180
minutos apos a adicdo de birnessita. Essas aliquotas foram filtradas com o
auxilio de filtros de seringa com membras de PTFE de 0,45 um, seguindo
entdo para a etapa de extracao e analise por GC-MS.

A eficiéncia da remocao/degradacao do trimetoprim foi determinada
segundo a Equacao 1:

t

% remocao = x 100 Eq.(1)

l

Onde Aié a area inicial do pico cromatografico atribuido ao trimetoprim
e At é a area do pico atribuido ao trimetoprim de cada aliquota recolhida

durante o experimento.

Efeito do pH do meio reacional

Os ensaios para avaliar a influéncia do pH sobre a remocado de
trimetoprim da agua foram realizados em pH 2, 7 e 9 a temperatura ambiente.
Para tanto, 300 mL de solu¢do aquosa de trimetoprim teve o pH ajustado com
solucdes de HCI e NaOH antes da adicdo de birnessita e durante todo o

experimento.

Efeito da temperatura

As temperaturas avaliadas foram: 25, 35, 45 e 55 °C. Para isso a
solucdo do farmaco em pH 6timo teve sua temperatura ajustada antes do
inicio da reagcdo com o auxilio de uma chapa aquecedora. S6 entdo foi
adicionada a birnessita dando inicio a contagem de tempo. O sistema foi
mantido na determinada temperatura em estudo durante todo o experimento.

Efeito da proporcao de trimetoprim/birnessita

As concentragOes avaliadas de trimetoprim foram 10, 30 e 50 mg L,
as quais foram obtidas por meio de diluicdes da solugédo estoque de 1000 mg
L. As variaveis pH e temperatura foram ajustadas em fungdo dos melhores
resultados obtidos nos estudos anteriores mantendo constante a massa de
birnessita (20 mg). Embora as concentragbes avaliadas sejam superiores

aquelas encontradas no meio ambiente, elas foram escolhidas a fim de avaliar
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a capacidade do 6xido de manganés do tipo birnessita de remover e/ou
degradar o farmaco.

Efeito da oxigenacao/desoxigenacao do meio

Para estudar o efeito da oxigenacéao do sistema reacional, a solucao de
trimetoprim empregada para esta etapa foi previamente mantida sob fluxo de
ar sintético durante 30 min visando a saturacao do meio reacional. O efeito da
desoxigenacéo foi avaliado de forma semelhante, apenas substituindo o ar
sintético por nitrogénio. Ap6s o tempo inicial para saturacao do sistema o
restante do procedimento seguiu conforme descrito anteriormente, sob fluxo

de cada gas.

Adaptacdao da técnica microextracao liquido-liquido dispersiva para
determinacao de trimetoprim em agua por GC-MS

Para a extragéo apreciavel do farmaco a técnica DLLME foi modificada
em relagao ao procedimento descrito por VICTOR (2017). Apos a filtracdo da
aliquota de 3,0 mL proveniente da reacao entre o trimetoprim e a birnessita,
adicionou-se 1,5 mL da solugéo estoque de Na2SO4 (concentragao final de 1
mol L") e 0,5 mL de acetonitrila. Como mistura extratora foi utilizado 0,6 mL
da mistura acetonitrila:tolueno (5:1), a qual foi adicionada rapidamente a
amostra com o auxilio de uma micropipeta de volume variavel. Apds esta
etapa, as amostras foram agitadas em vortex por 30 s e centrifugadas a 8000
rom por 10 min. Consecutivamente, 90 pL da fase orgéanica foi transferido a
um insert inserido em um vial. Por fim, 1 uL do extrato foi injetado no

cromatdgrafo a gas, acoplado a espectrdbmetro de massa (GC-MS).

Validacao do método analitico

ApoOs a etapa de adaptacédo, o método DLLME/GC-MS foi validado de
acordo com os critérios estabelecidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria — ANVISA (ANVISA, 2003) e pelo Instituto Nacional de Metrologia,
Qualidade e Tecnologia — INMETRO (INMETRO, 2010). Os parametros
avaliados foram: seletividade (para as amostras provenientes dos estudos de
remocao do trimetoprim da agua), linearidade, precisdo, exatidao, fator de
enriquecimento, limite de deteccéo (LD) e limite de quantificagdo (LQ).
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Determinacao de manganés em agua

Para avaliar as possiveis alteragbes da birnessita decorrentes da
reacao com trimetoprim foi feita a andlise da quantidade de manganés
liberada ao longo do tempo de reacdo. Apds recolher a fase orgéanica obtida
com a técnica DLLME, a fase aquosa das amostras foi acidificada e
encaminhada para andlise de absorgcao atémica utilizando um equipamento

200 Series AA produzido pela empresa Agilent Technologies.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Adaptacao da técnica microextracao liquido-liquido dispersiva para

extracao de trimetoprim em agua

Inicialmente a técnica DLLME foi aplicada a uma solugcao de
trimetoprim de 5,0 mL utilizando como mistura extratora os solventes
acetonitrila e tolueno na proporcédo 5:1. Logo na etapa de agitagdo, foi
observado uma certa dificuldade em separar as duas fases, nao sendo
possivel a formacao de microgotas como o esperado para a técnica ao fim
dos 30 s, Figura 5. O tempo de agitacao foi entdo aumentado para 1 min,
seguido de centrifugacéo. Entretanto, devido a formagcdo de emulsao néo foi
possivel recolher o sobrenadante, mesmo apés longo periodo de
centrifugagao.

Figura 5: Tubo de ensaio onde foi realizado o procedimento de extracao.

Em uma tentativa de resolver o problema inicial na dispersao do
solvente extrator, foi acrescentado 0,5 mL de acetonitrila antes da adicao da
mistura extratora. Desta forma foi possivel obter as microgotas apds 30 s de
agitacdo no vortex. A emulsdo ainda continuou presente depois da
centrifugacdo, porém em menor intensidade, sendo possivel recolher
quantidade satisfatoria para realizar a analise por GC-MS.
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Com a andlise cromatografica foi possivel perceber que o trimetoprim
nao foi extraido. O cromatograma obtido para o extrato (B) (cromatogramas B
— Figura 6) nao apresentou nenhum pico no tempo de retencéo do analito.
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Figura 6: Cromatograma obtido apds adicionar 0,5 mL de solvente dispersor
a amostra (B) e cromatograma do analito em solvente (A) na mesma
concentracgdo de 50 mg L'. Ambos os cromatogramas foram obtidos no
modo Scan.

Como o trimetoprim apresenta dois valores de pKa, para a
desprotonacao dos grupos mostrados na Figura 7, optou-se por elevar o pH
da solucéao de trimetoprim antes do processo de extracao para que tais grupos
estivessem desprotonados, favorecendo assim a extracdo do farmaco pela
fase organica (BRENNER et al., 2009).

pKa=6.76 0

Figura 7: Formula estrutural do trimetoprim indicando os atomos que podem ser protonados e seus
respectivos valores de pKa.
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O resultado obtido desta alteracdo (aumento de pH do meio para
aproximadamente 9) esta ilustrado na Figura 8. Apesar da melhora
significativa, ainda assim o pico do farmaco extraido (cromatograma B)
continuou menor (6,1 vezes) do que o observado para a mesma concentracao
(50 mg L") do analito no solvente (cromatograma A). O esperado era que o
pico correspondente a a amostra de trimetoprim fosse muito maior do que o

pico correspondente ao farmaco no solvente.

14000 —-
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10000 -

8000 —

6000

Intensidade Absoluta

4000 +
2000 A

o] =

T T T — T T T T T
100 102 104 106 108 110 112 114 116 118 120

Tempo de retengdo

Figura 8: Cromatograma do extrato obtido da amostra com ajuste de pH do
meio para aproximadamente 9 antes do procedimento de extracéo (B), e
cromatograma do analito em solvente (A). Em ambos os casos a
concentragdo do farmaco foi de 50 mg L' e a andlise foi realizada no modo

Scan.

Como ainda era observado a presenca de emulsdo entre as fases
organica e aquosa, foi testada a adicao de sal a fim de solucionar tal problema
e melhorar a eficiéncia da extragdo de trimetoprim. Foram utilizados cloreto
de sodio na concentragéo final na fase aquosa de 0,5 (B) e 1,0 mol L' (C). Os

cromatogramas obtidos estdo compilados na Figura 9.
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Figura 9: Cromatogramas obtidos com adi¢do de cloreto de sddio para
concentracdo final de 0,5 mol L' (B) e 1,0 mol L' (C) comparados com o
resultado para a mesma concentragao (50 mg L") de trimetoprim em
solvente (A). Analises realizadas no modo Scan.

Assim como esperado, a presenca desse sal auxiliou na separacao das
fases o que melhorou a extracao, o que pode ser concluido com os valores
da razao das areas de cada pico, e nao foi mais notado a formacao de
emulsao entre as fases organica e aquosa. Isso ocorre porque a presenca de
sal faz com que as moléculas de agua solvatem os ions, reduzindo a
quantidade de agua disponivel para solvatar os compostos organicos. Esse

processo faz com que a fase orgéanica extraia melhor o analito.

Entretanto, ainda assim a extracao nao foi como se esperava ja que as
areas dos extratos foram menores do que aquela obtida pela analise do
composto em solvente. Para uma melhor analise, a razao entre as areas foi
de 2,1 vezes (A/B) e 1,8 vezes (A/C). Como a carga e o tamanho dos ions
influenciam no efeito “salting-out” também foram testadas solugdes de sulfato
de sbdio que apresenta ions e carga maiores do que o cloreto de sddio, nas
concentragdes 0,5 e 1,0 mol L' (NORONHA et al., 2015). Os resultados

obtidos apés a anélise por GC-MS estao apresentados na Figura 10.
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Figura 10: Cromatogramas obtidos com a presenca de sulfato de sodio nas
amostras, nas concentragdes de 0,5 mol L' (B) e 1,0 mol L' (C) comparado

com a mesma concentragdo de analito em tolueno (A).

Com base nos resultados, a extracao foi feita utilizando 3,0 mL de 4gua
deionizada com quantidades adequadas de trimetoprim para cada estudo, ou
de amostras provenientes dos experimentos de remocao utilizando a
birnessita sintetizada. Foi adicionado 1,5 mL da solugéo de sulfato de sédio a
3,0 mol L' e 0,5 mL de acetonitrila seguida de agitagdo manual, 0,6 mL da
mistura extratora composta por acetonitrila e tolueno (5:1 respectivamente).
As amostras foram agitadas com auxilio de vortex por 30 s e centrifugadas a
8000 rpm durante 10 m. 90 uL da fase organica foi recolhida utilizando uma
micropipeta automatica e 1 pL do extrato foi injetado em GC-MS.

Validacao do método analitico

O primeiro parametro avaliado no método de determinagdo de
trimetoprim em &gua foi a seletividade. Para isso foram feitas analises de
amostras de agua de torneira sem adi¢cao do farmaco e os resultados foram
comparados com as analises das amostras fortificadas. Os cromatogramas
com os resultados das andlises (realizadas no modo Scan) sao apresentados
na Figura 11.
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Figura 11: Comparagédo entre os cromatogramas obtidos de extratos de
amostras de agua de torneira sem fortificacao (A) e fortificadas (B) com
trimetoprim na concentragédo de 200 pg L.

Observando os cromatogramas, pode-se concluir que o método
desenvolvido é seletivo ja que ndo ha interferentes no tempo de retengéo do

trimetoprim.

Dando continuidade a analise das demais figuras de méritos, os
resultados de precisédo (CV) e exatidao (%E), encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1: Pardmetros de validacdo: precisao (CV) e exatidao (%E) do
método DLLME-GC/MS.

Concentracao de

] . CV (%) %E
trimetoprim (ug/L)

100 4 96

250 5 104

400 7 114

O coeficiente de variacdo manteve-se entre 4 e 7% indicando um
método preciso, ja que a recomendacdo € que esteja abaixo de 10%. Além

disso a exatidao, caracterizada pela porcentagem de recuperacao, ficou entre
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os limites permitidos (80 a 120%). Portanto, 0 método pode ser classificado
como preciso e exato (ANVISA, 2003; INMETRO, 2010).

As demais figuras de mérito encontram-se relacionadas na Tabela 2.

Tabela 2: Parametros de validagao analitica obtidos pelo método DLLME-

GC/MS.
) Curva analitica no Curva analitica na
Parametros .
solvente matriz
y Area=12477C +3,80 Area=55,686C +
Equacao da curva
+14,6 49,741 +234
Coeficiente de
. 0,9994 0,9985
correlacao (R?)
Fator de
- 40
enriquecimento
LD (pg/L) 350 12,6
LQ (pg/L) 1170 421

Sintese e caracterizacao da birnessita

A sintese da birnessita utilizada neste trabalho foi proposta por LIU e
colaboradores (LIU et al., 2016) e merece atengdo devido a sua simplicidade
ja que ndo necessita de varios reagentes e o controle que deve ser feito é
apenas na adicao de cloridrato de hidroxilamina. Em outras técnicas, ha
necessidade de diversos reagentes e controle de temperatura em diferentes
etapas, como aquela proposta por ZHOU e colaboradores (ZHOU et al.,
2013).

Além disso, o tempo gasto na sintese é relativamente curto ja que
depende apenas do tempo necessario a adicdo de todo o cloridrato de
hidroxilamina. A reacao entre esse reagente e o permanganato de potassio é
rapida e foi observada a formacao das particulas de birnessita apds a adicao
de alguns mililitros do volume inicial de hidroxilamina.

Ap6s a sintese foi feita a lavagem do sdlido, controlando a
condutividade e foi feita a secagem em estufa apenas para diminuir o tempo
do processo.
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Espectrometria no infravermelho (1V)

O resultado da analise de infravermelho obtido do material sintetizado
(Figura 12) apresentou picos de absor¢do dominantes em 3305 e 1627 cm!
atribuidos a presencga de agua adsorvida. O pico em 499 cm™ € devido a
estrutura octaédrica da birnessita e juntamente com o pico em 439 cm'
indicam as vibragdes de estiramento da ligagdo Mn-O. Todos esses

resultados estdo de acordo com as informacdes encontradas na literatura
(QIN et al., 2016; LIU et al., 2016).

100 Lyt

90 | \ v

Transmitancia (%)

85 -} \/ W

4
. 499 v

439
T L T v T M T = T ¥ T v T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Namero de onda (cmvl)

Figura 12: Espectro de FTIR-ATR da birnessita sintetizada.

Analise termogravimétrica (TG)

Os resultados da analise termogravimétrica (Figura 13) indicaram uma
perda significativa de massa correspondente a agua adsorvida na superficie
da birnessita em aproximadamente 100 °C. Ocorreu ainda, mais uma pequena
perda de massa por volta de 350 °C também correspondente a evaporacao
de 4gua presente entre as camadas da birnessita. A Ultima perda significativa
de massa que pode ser observada no grafico corresponde a liberacédo de
oxigénio, resultando na transformacdo de MnO2 para Mn203 em
aproximadamente 500 °C. Esses resultados estao de acordo com o esperado
para a birnessita, como consta na literatura (QIN et al., 2016)
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Figura 13: Grafico de TG-DTG da birnessita indicando a perda de massa
decorrente do aquecimento da amostra

Espectrometria de difracao de raios-X (DRX)

A analise de difragdo de raio X apresentou todos os picos esperados
para a birnessita (Figura 14). Entretanto, para cada sintese as caracteristicas
do material podem sofrer alteracbes levando a algumas diferencas nas
analises. Pode-se concluir por meio do difratograma que o material sintetizado
apresenta particulas grandes (pico em 10°) e baixa cristalinidade indicado
pelo pico em aproximadamente 20° e também pela largura de todos os picos,
0 que pode acontecer em decorréncia da adicao de cloridrato de hidroxilamina
em vazao superior aquela recomendada para essa sintese (0,7 mL min''). Tal
problema pode ter ocorrido durante a sintese devido a simplicidade do
mecanismo utilizado para a adicdo deste reagente. Os picos em
aproximadamente 30 e 70° indicam simetria hexagonal para amostra
analisada (LIU et al., 2016; VICTOR, 2017)
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Figura 14: Difratograma de raios X da birnessita sintetizada.

Potencial de carga zero (PC2Z)

Os valores de pH da analise do ponto de carga zero estédo
representados na Figura 15. A regido onde a variacdo do pH antes e depois
de 24 h é menor corresponde, em média, ao valor de 7,32. Ou seja, para
valores abaixo deste pH a birnessita apresenta cargas positivas que podem
influenciar na atracéo ou repulsdo dos compostos que se tenha o interesse de
degradar. Este resultado estd de acordo com aquele obtido por VICTOR
(2017) o que mostra que mesmo com diferentes rotas sintéticas a birnessita
obtida apresenta caracteristicas semelhantes.
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Figura 15: Valores de pH inicial e pH final na analise do ponto de carga zero
da birnessita.

Sistema reacional para remocao/degradacao de trimetoprim em agua por
birnessita

Efeito do pH do meio reacional

A acidez ou basicidade do meio em que procede a reacao de remogao
de diversos compostos pela birnessita € um parametro importante. Encontra-
se na literatura estudos mostrando que o pH do meio reacional influencia
diretamente na remocéo dos mesmos (VICTOR, 2017; QIN et al., 2016).

Para avaliar o efeito desta varidvel sobre a remogao de trimetoprim em
agua, ajustou-se o pH da solucéo do farmaco inicialmente para os valores de
2,0, 7,0 ou 9,0 com solugdes de HCI e/ou NaOH nas concentragbes mais
adequadas, mantendo-os durante toda a reagdo. Os resultados de remogao,
em fun¢ao do tempo, obtidos s&o apresentados na Figura 16.
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Figura 16: Efeito do pH do meio sobre a porcentagem de remog¢éo do
trimetoprim por birnessita em relacdo ao tempo.

Analisando os resultados apresentados na Figura 16 €& possivel
observar que o pH do meio reacional influencia fortemente na porcentagem
de remocéao de trimetoprim. Em meio acido a reacao foi favorecida, chegando
a 95% de remog&o em 60 min. Em 180 min, a remocé&o foi de 99,7%. Em meio
neutro e basico a reacdo nao ocorreu de forma significativa. Os valores
observados do pHrcz (7,32) e dos pKa para o trimetoprim (3,23 e 6,76;
BRENNER, 2009) indicam que em meio &cido a interagdo eletrostatica é
desprezivel frente a outros processos que culminam na remogéao do farmaco.
Os altos valores de remocao em pH 2,0 estdo de acordo com o fato de que
em baixos valores de pH a estrutura em camadas da birnessita € menos
estavel beneficiando a reacao redox entre Mn(lV) e Mn(lll), o que facilita a
degradacao do trimetoprim (QIN et al., 2016).

Esse fato também foi confirmado pelas analises de absorg¢ao atémica
de manganés que indicam que em pH = 2,0 as quantidades liberadas de
manganés foram maiores do que aquelas observadas em meio neutro e

basico conforme mostra a Figura 17.
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Figura 17: Concentragdo de manganés liberada, em fungéo do tempo de
contato da birnessita com solugao aquosa em diferentes valores de pH na
auséncia de trimetoprim.

Foi observado ainda que na presenca de trimetoprim, as quantidades
liberadas de manganés foram ainda maiores em meio acido como mostra a
Figura 18.

Concentrago (mg/L)
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Figura 18: Concentragdo de manganés liberada, em fungao do tempo de

contato da birnessita com solugcao aquosa em diferentes valores de pH na
presencga de trimetoprim.
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Esse efeito mostra que na presenca de trimetoprim, em meio acido,
ocorre uma reacao redox onde o Mn(IV) é reduzido. Além disso, também foi
observado o aparecimento de um produto de degradagdo do trimetoprim
(Figura 19), no tempo de retencao de 12,7 min, nesse valor de pH que nao foi
observado nos demais ensaios. A area desse pico aumentou com o passar

do tempo da reagcdo como ilustrado na Figura 20.
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Figura 19: Cromatogramas de extratos de aliquotas da solu¢do aquosa de

trimetoprim (10 mg L") em contato com a birnessita (20 mg) em funcéo do

tempo de contato. Aparecimento de um possivel produto de degradacao do
trimetoprim em 12, 7 min.
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Figura 20: Monitoramento da area do pico em 12,7 minutos, atribuido ao

produto de degradacao do trimetoprim em meio acido, apds contato com a
birnessita em fungédo do tempo.
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Esse fato corrobora com a hipétese de que o trimetoprim esta
diretamente envolvido na reacdo de reducdo do manganés, ja que o seu
aumento coincide com a diminuicdo da concentragdo de trimetoprim e o

aumento da concentragdo de manganés sollvel na solugéo.

Segundo a biblioteca NIST, utilizada no espetrdmetro de massa, o
composto apresentado tem 54% de probabilidade de ser o [4,4'-bipyrimidine]-
6,6'-diamine, 2,2'-dimethoxy-N,N,N',N'-tetramethyl, de massa molar igual a
304,354 g mol' cuja estrutura é apresentada na Figura 21 e seu espectro de
massas na Figura 22.
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|

Figura 21: Formula estrutural do composto sugerido pela biblioteca utilizada
pelo espectrometro de massa, para o pico existente nos cromatogramas no
tempo de retencéo de 12,7 min.
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Figura 22: Espectro de massa para o composto sugerido pelo equipamento.
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Figura 23: Espectro de massa obtido para o produto de degradacao.

Entretanto, tal composto nao é apontado como produto de degradacao
do trimetoprim na literatura e ainda, seu espectro de massa apresenta
diferencas significativas com o obtido para a amostra (Figura 23).

Portanto, € possivel que o composto formado durante a reacao de
degradacao do trimetoprim ndo seja aquele sugerido pela biblioteca do
espectrébmetro de massa. Além disso, ALHARBI e colaboradores (2017)
sugeriram um produto de degradacao do trimetoprim com massa molar de 304
g mol' com a seguinte férmula estrutural (Figura 24):

NH, 0
| |
N‘ g
Hzﬁ)\ N/ o//

™~

Figura 24: Férmula estrutural para o produto de degradacao da reacao entre
o trimetoprim e birnessita (ALHARBI et al., 2017).
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Com base nesse composto, foram sugeridas as seguintes estruturas

para os picos 273 e 137:

™~

Figura 25: Proposta de estrutura para os fragmentos 273 (A) e 137 (B).

Estudo da cinética de degradacao do trimetoprim

Apos verificar a degradacdo do trimetoprim em pH 2,0, foram feitos
ensaios para avaliar a cinética da reacédo. Para este fim o tempo de contato
foi alterado para 300 min com o objetivo de alcancar a maior porcentagem de
degradacdo possivel. As andlises quantitativas, como descritas
anteriormente, foram realizadas com aliquotas de 3,0 mL recolhidas nos
tempos: 0, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 180, 240 e 300 min apo6s a adicao da
birnessita.

O estudo cinético foi feito avaliando qual das fungdes matematicas,
Boltzman, pseudo 12 ordem e pseudo 22 ordem, descrevem melhor o sistema.
Na Figura 26 estdo apresentados os modelos ajustados aos dados

experimentais do estudo cinético bem como o grafico de residuos.

35



100

= ] = . 100 4

L] ] L]
- ——

il g ®  Dados Experimentais " o ® Dados experimenais
Boltzman B / Pseudo 1* ordem

-

@
=1
I

-

5 S 60 u
£ . 3 g
£ Az + (4;— 45) £ < 3
E _ 4 1— Aa) & - —k(t-th)]
& ST =" & / y= A. (1 —expt=C-t0)
£ 404 (1+ expldx]) £ 404 = .
20 4 ;‘I 20 ;"
8 T T T 1 T I 0 T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 0 50 100 150 200 250 300
Tempo (min) Tempo (min)
e 8
100 | i MRS - 1
] i 6
- = Dados experimentais 1 = Boltzman
g0 Pseudo 2 ordem 2 4 - @ Pseudo 1* ordem
§ A i A Pseudo 2° ordem
/m 5 24
£ &0 u (e=t) 2 i .
5 y= - & a
e T (Ltaxt) 3 ve °
S
S s 24 A
40 k=] A
]
o2 -4
204! -6 o
i 1 4
|
T ! T 1 ' 7 ' ! i : i ! -8 T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 25 e T3 00 B 00

Tempo (min) I'empo (min)

Figura 26: Estudo cinético da reacao de degradacéo, ajustando aos dados
experimentais os modelos de Boltzman, pseudo 12 ordem e pseudo 22
ordem e respectivas andlises de residuos.

Os valores de R2 para os ajustes de Boltzman, pseudo 12 ordem e
pseudo 22 ordem foram 0,982, 0,986 e 0,989 e os desvios padrao dos residuos
foram de 1,69, 1,29 e 1,16 respectivamente. Os valores matematicos indicam
que o melhor ajuste foi o modelo de pseudo 22 ordem. Entretanto,
graficamente pode-se observar que a curva ndo se ajustou tdo bem aos dados
e o0s residuos ndo estdo aleatoriamente dispersos, apresentando uma
tendéncia. Desta forma, considerou-se o modelo que melhor se ajustou aos
dados como o de pseudo 12 ordem.

Efeito da temperatura

Segundo ATKINS (2010), um dos fatores que podem alterar
significativamente o curso de uma reacao € a temperatura em que ela ocorre.
Por isso o efeito da temperatura do sistema reacional foi investigado seguindo
o procedimento descrito anteriormente, alterando apenas o controle da
temperatura da solugéo de trimetoprim antes da adicédo de birnessita e durante

0 prosseguimento da reacao.
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Para avaliar melhor o efeito da temperatura na reacao de degradacéo,

os resultados foram analisados segundo o modelo de pseudo 12 ordem. Na

Figura 27 encontram-se o grafico obtido e seus respectivos residuos.
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Figura 27: Resultados da reacédo de remocao em diferentes temperaturas,

com ajuste do modelo de pseudo 12 ordem e seus residuos.

Pode-se perceber graficamente que o modelo pseudo 12 ordem se

ajustou bem aos dados e a analise de residuos apresentou valores baixos e

aleatoriamente distribuidos. Para uma melhor avaliagdo, também foram

calculados os parametros k (constante de velocidade da reagéo) e R? para o

modelo de pseudo 12 ordem. Esses resultados estdo dispostos na Tabela 3.

Tabela 3: Parametros do ajuste do modelo de pseudo 12 ordem para as
diferentes temperaturas de reagao.

Pseudo 12 ordem

Temperatura /

o R2 k / (min)

25 0,997  0,0751 £0,0026
35 0,995  0,0975 +0,0049
45 0,995  0,1099 +0,0055
55 0,999  0,1202 +0,0008
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Pode-se observar pela Figura 27 e pela Tabela 3 que o modelo cinético
de pseudo 12 ordem ajustou-se de forma adequada aos dados obtidos
experimentalmente e que as constantes de velocidade mostraram uma
tendéncia de aumento com o aumento de temperatura. A temperatura de 55
°C foi a que apresentou melhor resultado, chegando a uma degradacao de
69% do trimetoprim presente em apenas 10 min.

Outro parametro que pode ser utilizado para avaliar a reacdo é a
liberagdo de manganés, ja que a birnessita é consumida ao reagir com o
trimetoprim liberando esses ions. Para isso foram plotados graficamente os
valores da concentragdo de manganés em relagdo ao tempo de reacao

(Figura 28).
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Figura 28: Variagao da concentracdo de manganés no meio reacional com a
birnessita (20 mg) em fungéo da temperatura da reac¢do ao longo do tempo.

Como se pode observar ao final do experimento, na temperatura de 55
°C obteve-se uma maior liberagdo do manganés no meio indicando a maior
extensdo da reagdo nesta temperatura corroborando com os resultados
obtidos pelas analises por GC/MS.

Desta forma, foi utilizado o modelo linear da equacao de Arrhenius para
Teoria do Complexo Ativado para avaliar a correlagao entre as constantes de

velocidade e a temperatura (Figura 29). Por meio desta anélise também foi
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possivel obter os valores termodindmicos de entalpia (AH* - coeficiente
angular da equacao) e entropia (AS* - coeficiente linear da equacao) (Tabela
4).
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Figura 29: Gréfico de Arrhenius para o efeito da temperatura na degradacgao
do trimetoprim pela birnessita.

Tabela 4: Parametros: R?, AH*, AS* obtidos pelo grafico de Arrhenius e AG*

calculado para 25 °C.

Parametros termodinamicos

R2 0,923
-1506,2 £
AH* (J/mol)/R ’
247,6
AS* (J/mol.K)/R 2,507 +0,792
-2253,2 +
AG* (J/mol)/R 53,
11,58

A partir dos parametros relacionados na Tabela 4 pode-se concluir que
o In(k) e o reciproco da temperatura apresentam linearidade ja que o R2 foi de
0,923 indicando que a degradacao segue o comportamento de Arrhenius.

Como a remocgao nao foi possivel nos outros valores de pH estudados,
nao ha como comparar os valores de AH* e AS* obtidos. Porém, como o valor

calculado de AG* é negativo, conclui-se que a reacao é espontanea.
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Portanto a temperatura influencia na reacdo de degradacdo do
trimetoprim por birnessita, aumentando as porcentagens degradadas do
farmaco. Para a temperatura de 55 °C chegou-se a 69% de degradacao em
apenas 10 minutos. Porém, como na temperatura de 25 °C a porcentagem
neste mesmo tempo foi de 53%, escolheu-se essa temperatura para avaliar

os demais parametros.

Efeito da concentracao de trimetoprim

Foram analisadas trés concentragdes iniciais de trimetoprim para
avaliar a capacidade maxima de degradacao de uma mesma quantidade de
birnessita (20 mg). As concentragdes foram 10, 30 e 50 mg L' e as reacgdes
foram realizadas a 25 °C em pH 2. Os resultados estao relacionados na Figura
30.
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Figura 30: Resultado da reag&o de remogéao utilizando diferentes
concentragdes de trimetoprim.

Pode-se notar que com o aumento da concentracao de trimetoprim a
reacado chega a porcentagens de degradacédo maiores logo no inicio (10 min).
Entretanto com o passar do tempo a degradacao se estabiliza em valores

menores quanto maior a concentracao do farmaco.

Esse fenbmeno pode ser atribuido ao fato de que inicialmente ha uma
maior quantidade de trimetoprim a ser degradada. Porém, a medida que a

reacao progride, a quantidade disponivel de birnessita diminui ja que ela é
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consumida na reagao e desta forma as reacées com maiores quantidades de
trimetoprim nao conseguem alcancar valores maiores de porcentagem de
degradacéo.

A liberagdo de manganés resultante da decomposicdo da birnessita
pode ser analisada na Figura 31.
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Figura 31: Variacao da concentracdo de manganés na reacao da birnessita
com trimetoprim em diferentes concentragdes, ao longo do tempo de reacao.

Como se pode verificar, quanto maior a concentragcéo de trimetoprim,
maior a quantidade de manganés no meio reacional, indicando um maior
consumo de birnessita. Entretanto, os valores obtidos da porcentagem de
degradacao de trimetoprim podem ser considerados bons mesmo para as
maiores quantidades do farmaco, ja que ao final da reacéo, a porcentagem de
degradacgéo chegou a 83 e 95% utilizando 50 e 30 mg L' de trimetoprim contra
99% ao utilizar 10 mg L.

Efeito da oxigenacao/desoxigenacao do meio

Para avaliar a influéncia do oxigénio na reacdo e obter mais
informacdes sobre o seu mecanismo foram realizados ensaios utilizando 300
mL de solugdo de trimetoprim em agua, em pH 2, a 10 mg L' e 20 mg de
birnessita a 25 °C.
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Previamente, foi borbulhado ar sintético na solu¢ao do farmaco por 30
min e mantido o fluxo durante toda a reagao. O mesmo foi feito para avaliar a
possivel interferéncia da desoxigenacado do meio. Os resultados obtidos em
porcentagem de degradacao em relacdo ao tempo encontram-se na Figura

32.
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Figura 32: Porcentagem de remocéo de trimetoprim em relagéo ao tempo
com o uso de ar sintético e gas nitrogénio em comparacao com a reacao

sem o uso de gas.

Como se pode observar no grafico, a reacdo que foi realizada na
presenca de nitrogénio no meio alcangou 92% em apenas 10 minutos
enquanto que, para 0 mesmo tempo, ao usar ar sintético a porcentagem obtida

foi de 73%, contra 64% quando nao se fez uso de nenhum gas.

Isso possivelmente ocorreu devido a remocéo do oxigénio dissolvido

na solucao ao borbulhar gas nitrogénio. Desta forma, o equilibrio da reacéo
pode ser deslocado para o consumo da birnessita, favorecendo a reagdo com
o trimetoprim. Além disso, ao borbulhar qualquer um dos gases se aumentou
a agitacao do meio que apesar de nao ter sido otimizada neste estudo pode

ser um fator importante na taxa de remog¢ao.
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CONCLUSOES

O método analitico utilizado (DLLME-GC/MS) se mostrou eficiente para
analise de trimetoprim em agua apds algumas adaptagdes simples e praticas
que podem ser aplicadas em qualquer laboratério de andlises.

A sintese utilizada para birnessita foi simples e rapida levando a um
material de boa qualidade e compativel aos relatados na literatura, de acordo
com os resultados de analise por infravermelho, raio X, termogravimetria e
ponto de carga zero. Entretanto, para a obtencdo de um material mais
cristalino deve-se promover um controle mais rigido da vazao de cloridrato de

hidroxilamina para o meio reacional.

A birnessita sintética se mostrou eficiente em degradar o antibiotico
trimetoprim em aguas contaminadas por residuos deste farmaco. Os
resultados levam a crer que se trata de uma reagédo de oxirreducao e que

provavelmente nao se da via radical livre.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

O trabalho apresentado representa um caminho que pode ser seguido
na degradacgéao de farmacos e na quantificagdo de trimetoprim. Entretanto, a
fim de extrair o maximo possivel deste assunto ainda podem ser feitos
trabalhos adicionais que complementem e tragam novas informacdes sobre

tais materiais.

Recomenda-se que tal pesquisa prossiga a ponto de elucidar o
mecanismo de reacdo, que devido aos resultados de analise de manganés
por absorcao atébmica supde-se ser uma reacao de oxirreducao. Porém, como
alguns autores sugerem mecanismos via formacdo de radical, este topico
deve ser estudado (DANG et al., 2013; DANG et al., 2016).

Outro ponto que merece atencao é o produto de degradacao obtido.
Para realmente comprovar que este é um produto de degradacdo do
trimetoprim deve-se isolar este analito e caracteriza-lo. Além disso, é
importante verificar a toxicidade deste composto, pois diversas vezes 0s
produtos de degradacdo podem ser mais toxicos do que seus compostos de
origem (ALHARBI et al., 2017).

Sugere-se ainda fazer analises de carbono organico total para
investigar demais degradacfes possiveis resultando na formagdo de
compostos organicos nao identificados.

Seria interessante ainda, aplicar o método de quantificacao
desenvolvido neste trabalho para alguns produtos comerciais do trimetoprim,
como por exemplo os medicamentos Bactrim e Fortgal Plus (uso veterinario).
O intuito seria investigar se a degradacédo e a extracao podem ocorrer na
presenca de outros compostos que fazem parte da composicdo destes

medicamentos.

Em relacdo a birnessita sintetizada, dever-se-ia investigar o seu uso
quando calcinada ja que muitos materiais apresentam caracteristicas distintas

guando calcinados.
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