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Resumo

Face ao aumento do consumo de antibidticos tanto na medicina humana como
veterindria, tém-se observado a presenca de quantidades significativas destes fdrmacos
em ambientes aquaticos. Como consequéncia desta persisténcia no ambiente, tém
surgido bactérias resistentes aos antibiéticos, pelo que o desenvolvimento de métodos
aplicados a degradacao de antibidticos presentes em dguas residuais torna-se um tdpico
de enorme importancia no combate a resisténcia antimicrobiana. A utilizacdo de
metaloporfirinas aplicadas a degradagdo oxidativa de antibidticos tem demostrado
resultados promissores na resolugdao deste problema. No entanto, a implementagao
destes sistemas em batch torna-se impraticavel numa situacdo de mundo real. Como
resposta a esta limitacdo, o uso de processos em fluxo continuo aliado a utilizagdo de
metaloporfirinas como catalisadores na degradacdo oxidativa de antibidticos na
presenca de H,0,, apresenta elevado potencial no que diz respeito a transposicao de

uma escala laboratorial para aplicagdo no tratamento de dguas residuais hospitalares.

No Capitulo 1 sdo abordados dados e factos relevantes associados ao consumo
de antibidticos e aparecimento de bactérias resistentes no mundo e em particular, em
Portugal. Seguidamente, é apresentado uma revisdo critica da literatura focada na
utilizacao de metaloporfirinas aplicadas a degradac¢ao oxidativa de antibidticos. Discute-
se, também, a utilizacdo de fluxo continuo como uma aproximacdo mais adequada ao

mundo real no tratamento de aguas residuais, por exemplo, hospitalares.

No Capitulo 2 descreve-se a sintese de uma porfirina meso-tetrasubstituida com
grupos volumosos 2,6-diclorofenilo, através de duas vias sintéticas para a obtencao dos
catalisadores para aplicacdo na degradacdo de antibidticos. Inicialmente, procedeu-se a
sintese de uma metaloporfirina solivel em 34gua, através da clorossulfonacdo da
respetiva porfirina, seguida de uma reacao de hidrdlise e consequente complexacao de
forma a obter uma metaloporfirina passivel de ser aplicada em reacdes de oxidacdo
homogéneas, em meio aquoso. Para a obtencdo do catalisador heterogéneo, realizou-
se de igual modo a clorossulfona¢cdo da mesma porfirina halogenada de partida, seguida
de uma reacdao nucleofilica com silica funcionalizada com grupos 3-aminopropilo

utilizada como suporte inorganico. Através de analise termogravimétrica obteve-se uma

vii



quantidade de 3,4x10> mol de parte organica imobilizada por g de material sélido.
Tendo em conta que a parte ativa do catalisador se centra no metal de manganés, o
material foi avaliado por ICP-OES tendo revelado um valor de Mn (lll) de 1,7% (m/m),

traduzindo-se numa quantidade de metaloporfirina de 3,1x10"°> mol por g de material.

No Capitulo 3 sdo referidos os aspetos que motivaram a escolha do trimetoprim
como antibidtico alvo a aplicar no sistema desenvolvido. Também é efetuada a avaliagao
catalitica das metaloporfirinas sintetizadas no capitulo anterior quando aplicadas na
reacao de degradacao oxidativa do trimetoprim em meios homogéneo e heterogéneo,
tanto em batch como em fluxo continuo. Em condi¢des batch obteve-se percentagens
de degradagdo de 94% e 97% em 150 minutos, na presenga de catalisador homogéneo
e heterogéneo, respetivamente. Em relacdo as reac¢des realizadas em fluxo continuo em
meio homogéneo, observa-se uma dependéncia da degradacao face a percentagem de
H,0; utilizada, sendo que, utilizando H20, 3% e razdes volumétricas de TMP/H,0, mais
elevadas, obteve-se taxas de degradacdo mais elevadas. Outro fator importante que
apresenta ligacdo direta com a degradacdo obtida é o tempo de residéncia, sendo que
com o aumento do tempo de residéncia de 8,6 minutos para 45,5 minutos, obteve-se
40% e 87% de degradacdo, respetivamente. No caso das reacdes realizadas em fluxo
continuo em meio heterogéneo, obteve-se 97% de degradagdo de trimetoprim em
apenas 10 minutos. Adicionalmente, com o objetivo da transposicdo deste sistema para
o tratamento de daguas residuais, procedeu-se também a avaliacdo do sistema de
degradacdo do trimetoprim em modo continuo durante 8 horas. Através da andlise de
amostras de 1 em 1 hora, a percentagem de degradacdo manteve-se sempre acima de
87% o que evidencia a eficiéncia e estabilidade do catalisador ao longo do tempo de

trabalho.

No Capitulo 4 estdo presentes as principais conclusdes dos resultados obtidos e

apresentados nesta dissertacao.

No Capitulo 5 encontram-se descritos todos os procedimentos experimentais,

técnicas e instrumentacdo, bem como a caracterizacdo dos compostos sintetizados.

Palavras-chave: Metaloporfirinas; Manganés; Oxidacdo; Peroxido de

hidrogénio; Fluxo continuo.
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Abstract

Given the increase of antibiotics consumption both in human and veterinary
medicine, the presence of significant amounts of these drugs in aquatic environments
has been observed. Because of their environment persistence, antibiotics resistant
bacteria have emerged. For this reason, the development of methods applied to the
degradation of antibiotics in wastewater became a topic of huge importance in the fight
against antimicrobial resistance. The use of metalloporphyrins applied to the oxidative
degradation of antibiotics has shown promising results in solving this problem. However,
the implementation of these methods in batch systems becomes impractical in a real-
world situation. To overcome, the use of continuous flow processes combined with the
application of metalloporphyrins as catalysts, in the oxidative degradation of antibiotics
in the presence of non-pollutant oxidant H,O, shows great potential regarding the
transposition from a laboratory scale for application in the treatment of hospital

wastewater.

In Chapter 1, relevant data and facts associated with the consumption of
antibiotics and the emergence of resistant bacteria in the world and particularly in
Portugal are presented. Then, a critical review of the literature focused on the use of
metalloporphyrins applied to the oxidative degradation of antibiotics is also given. The
use of continuous flow is further discussed as a more suitable approach to the real-world

situation in the treatment of wastewater, such as hospitals’ wastewater.

In Chapter 2 aiming to obtain catalysts for application in the degradation of
antibiotics, the synthesis of a meso-tetrasubstituted porphyrin bearing 2,6-
dichlorophenyl bulky groups using two synthetic routes is described. At first, a water-
soluble metalloporphyrin was synthesized through the chlorosulfonation of the
corresponding porphyrin, followed by a hydrolysis reaction and subsequent metalation
with manganese(lll), to obtain a metalloporphyrin that can be applied in homogeneous
oxidation reactions in an aqueous medium. To obtain the heterogeneous catalyst,
chlorosulfonation of the same initial halogenated porphyrin was carried out in the same
way, followed by a nucleophilic reaction with 3-aminopropyl functionalized silica gel,

which was used as inorganic support. By thermogravimetric analysis, an amount of



3.4x10° mol of immobilized organic part per g of solid material was determined.
Considering that the manganese metal is the active part of the catalyst, the material was
analysed by ICP-OES and revealed a Mn(lll) value of 1.7% (w/w), which translates into

an amount of 3.1x10° mol of metalloporphyrin per g of material.

In Chapter 3, the aspects that motivated the choice of trimethoprim as the target
antibiotic to be applied in the developed system are disclosed. Then, the catalytic
evaluation of the catalysts synthesized in the previous chapter in the oxidative
degradation reaction of trimethoprim in homogeneous and heterogeneous media, both
in batch and in continuous flow is carried out. Under batch conditions, 94% and 97%
degradation were obtained after 150 minutes in the presence of homogeneous and
heterogeneous catalyst, respectively. Regarding the reactions carried out in continuous
flow in a homogeneous medium, a direct influence of the H,0, percentage used was
observed in the degradation of the antibiotic. Using 3% H,0; and higher volumetric
TMP/H,0; ratios resulted in higher degradation rates. Another important factor is the
direct relation between the degradation and residence time. With the increase of the
residence time from 8.6 minutes to 45.5 minutes, 40% and 87% of degradation were
obtained, respectively. For reactions carried out in continuous flow in a heterogeneous
medium, 97% of trimethoprim degradation was obtained in just 10 minutes.
Additionally, with the objective of transposing this system to the treatment of
wastewater, the evaluation of the degradation system of trimethoprim was also carried
out in continuous mode for 8 hours. Through the analysis of samples every 1 hour, the
degradation was always above 87%, which demonstrates the efficiency and stability of

the catalyst for the working time used.

Chapter 4 presents the main conclusions regarding the results obtained and

presented in this dissertation.

In Chapter 5 all experimental procedures, techniques, instrumentation, as well

as the characterization of the synthesized compound are described.

Keywords: Metalloporphyrins; Manganese; Oxidation; Hydrogen peroxide;

Continuous flow.



Nomenclatura

Nesta dissertacdo, para a numeragdo e nomeac¢ao dos compostos, foram
seguidas as recomendacdes descritas pela Unido Internacional da Quimica Pura e

Aplicada (do inglés, International Union of Pure and Applied Chemistry — IUPAC).

De acordo com a nomenclatura IUPACY 2, os carbonos do macrociclo
tetrapirrdlico sdo numerados de forma sequencial de 1 a 20 e os carbonos externos

foram numerados de acordo com a Figura l.

Figura I. Numeracdo de macrociclos tetrapirrolicos de acordo com a nomenclatura IUPAC.

Ao longo desta dissertagdo, algumas das porfirinas tetra-substituidas
sintetizadas sdo compostas por uma mistura de isémeros, estando estas devidamente
assinaladas. Relativamente a nomenclatura atribuida para os respetivos complexos
metalicos dos macrociclos tetrapirrélicos foram seguidas as recomendacbes de

nomenclatura da IUPAC.3
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CAPITULO 1

Introducgdo

1.1. Antibidticos: beneficios e consequéncias da utilizagao

Os antibidticos sdo farmacos que permitem melhorar a saude publica e a
qualidade de vida. Antes destes surgirem, a Humanidade estava exposta a inumeras
infecdes, sendo que doengas como meningite, pneumonia ou tuberculose eram muito
dificeis e, por vezes, impossiveis de tratar, refletindo-se em elevadas taxas de
mortalidade.” 2 Com a descoberta da penicilina por Alexander Fleming em 1928, os
antibidticos tém permitido o tratamento eficaz dessas e de inUmeras outras doencas
infeciosas.> # Alguns dos procedimentos cirurgicos e médicos invasivos como
transplantes de drgdos, cirurgias ortopédicas e excisdbes de tumores n3ao seriam
possiveis sem a disponibilidade de antibioticos devido ao elevadissimo risco de infe¢do.>
7Um antibidtico pode ser uma substancia natural produzida por microrganismos ou uma
substancia sintética preparada em laboratério. Para ser considerado clinicamente eficaz,
deve, em baixas concentragdes, levar a destruicdo ou inibicdo do crescimento de

bactérias.®?

Os antibidticos sdo amplamente utilizados ndo s6 em contexto hospitalar, mas
também em centros de cuidados paliativos e creches e aplicados a uma grande
variedade de pacientes, principalmente, recém-nascidos, imunossuprimidos e idosos.®
Sdo ainda fundamentais para o controlo de infe¢des bacterianas em meios
comunitdrios, pelo que a sua descoberta foi considerada uma das conquistas mais

importantes da histdria da medicina.> *°

Existem varias classes de antibidticos, sendo que estes podem ser classificados
tendo como base varios parametros, tais como o seu mecanismo de acdo, a sua

estrutura quimica e a via de administragao. De entre estas classificagdes, o parametro



Capitulo 1 - Introdugdo

gue mais se destaca é o seu mecanismo de acdo, pelo que as classes mais comuns de
antibidticos sdo: as B-lactamas, sulfonamidas, quinolonas, macrolideos e tetraciclinas. A
Tabela 1.1 contém informacdes sobre estas classes, nomeadamente, as suas estruturas

quimicas, os antibidticos mais prescritos, o alvo de infe¢ao e o modo de agao.



Desenvolvimento de processos cataliticos oxidativos em quimica de fluxo continuo para degradagéo de farmacos

Tabela 1.1. InformagGes sobre as classes mais comuns de antibidticos.

Classe de .. . . . = ~
Entrada antibisticos Estrutura quimica Mais prescritos Alvo de infecao Modo de acao
Penicilina V Espécies de Streptococcus e anaerdbios da cavidade oral
- B Bactérias Gram-negativas: Escherichia coli e Haemophilus
R3 R2 Amoxicilina, Ampicilina .
influenzae Inibe a sintese da parede
1 B-Lactamas!®t® ! Dicloxacilina, Nafcilina, Espécies de Streptococcus e Staphylococcus resistentes a celular P
G SRt Oxacilina penicilina
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1.1.1. Consumo de antibidticos na medicina humana e veterinaria

Os antibidticos sdo amplamente utilizados na medicina humana, contudo, apesar
da sua existéncia contribuir para uma melhoria da qualidade de vida e da saude publica,
tem-se observado um consumo excessivo desta classe de fdrmacos. Entre 2000 e 2015,
o consumo global de antibidticos aumentou significativamente, sendo que a taxa de
consumo de antibidticos aumentou 39%, de 11,3 para 15,7 doses didrias definidas
(DDDs) por 1.000 pessoas.?® 2° Contudo, em alguns paises, 50-80% dos antibidticos sdo
aplicados na produgdo de gado, cerca de 5% é empregado em colheitas, animais de

estimacdo e aquicultura e apenas a restante parte é usada em terapia humana.3°

Inicialmente, os antibidticos eram utilizados no tratamento de infecbes em
animais de criagdo (aves, suinos, bovinos) para alimentag¢ao, como nos casos de mastite
em vacas em lactacdo e doencas respiratdrias em bezerros.3V 32 Contudo, atualmente, a
aplicacdo de antibidticos tem vindo a generalizar-se, ndo s para tratar animais doentes
individualmente, mas também para controlar surtos de doengcas em rebanhos ou
manadas, prevenindo doencas através da alimentacao. Além deste uso inadequado de
antibidticos, a comunidade de criacdo de gado observou que ocorria um aumento do
peso didrio do animal com o uso de baixas doses de antibidticos. Embora as razdes para
este aumento de peso fossem e continuem a ser mal compreendidas, esta pratica levou

ao uso indiscriminado dessas moléculas também como promotores de crescimento.3

32
1.1.2. Consumo de antibioticos em Portugal e consequéncias

Em 2020, Portugal encontrava-se entre os 10 principais paises europeus com
maior consumo de antibidticos, com 21-25 DDDs por 1.000 habitantes por ano.3% 33 De
26 a 28 de janeiro de 2015 realizou-se na Caparica a 12 Conferéncia Internacional da
Caparica em Resisténcia aos Antibidticos com o objetivo de abordar temas como o
aumento da resisténcia a antibidticos, saude publica, controlo de infecbes resistentes e
estratégias alternativas para superar o problema da resisténcia aos antimicrobianos.3
De notar que, a partir de 2015, observou-se um decréscimo no consumo de antibidticos,

sendo este de 17,7 de DDDs por 1000 habitantes nesse ano (Figura 1.1).3°
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DDD por 1000 habitantes por dia (% do total)

7,8% 4,5%

11,5% B-lactdmicos, penicilinas
Tetraciclinas

Sulfonamidas e trimetoprim

17,1% . . ) .
mmm Macrolideos, lincosamidas e estreptograminas
inol
2,6% 56,5% Quinolonas
I Outros

Figura 1.1. Doses Didrias Definidas por 1000 habitantes em Portugal em 2015 (Adaptado).3®

Em 2014, um relatério de Almeida et al.3® identificou que, no ano de 2011, o
consumo de antibidticos na medicina humana foi de 85.931 toneladas e na medicina
veterindria de 162.562 toneladas, o que significa que cerca de dois tercos dos
antibioticos consumidos foram aplicados na medicina veterinaria. Como se pode
observar na Figura 1.2, a classe das penicilinas é a mais prevalente na medicina humana

e a classe das tetraciclinas na medicina veterinaria.
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Figura 1.2. Comparagdo entre o consumo de antibidticos (toneladas) em 2011 na medicina humana
(azul) e veterinaria (cor de laranja). *Antibidticos como acido fusidico e rifaximina (Adaptado).3®

O uso massivo e abusivo de antibidticos na medicina humana e veterinaria

resultou na aquisicdo de uma resisténcia alarmante por parte das bactérias a estes
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farmacos.3” 38 Esta relacdo entre o consumo de antibidticos e a resisténcia adquirida
pelas bactérias encontra-se documentada em hospitais, lares de idosos, unidades de

cuidados intensivos e até a nivel comunitario.3?

A resisténcia aos antibidticos é considerada quando um medicamente perde a
sua capacidade de inibir eficazmente o crescimento bacteriano quando administradas
doses previamente terapéuticas. As bactérias, quando se conseguem replicar mesmo na
presenca dos antibidticos, sdo chamadas de bactérias resistentes.*° Recentemente,
foram relatados e destacados por organizacdes de saude globais, varios patogéneos
multirresistentes a medicamentos antibacterianos frequentemente usados no

tratamento de infe¢des:*

e Escherichia coli: resisténcia a ESBL e as fluoroquinolonas;

e Klebsiella pneumoniae: resisténcia as cefalosporinas, incluindo resisténcia
conferida por ESBL;

e Staphylococcus aureus: resisténcia a meticilina;

e Streptococcus pneumoniae: resisténcia a penicilina;

e Salmonella typhimurium: resisténcia as fluoroquinolonas;

e Neisseria gonorrhoeae: diminuicdo da suscetibilidade as cefalosporinas.

Em Portugal, ja foram detetados alguns patogéneos com resisténcia adquirida a
antibidticos. Em 2017, verificou-se que a Escherichia coli apresentava uma taxa de
resisténcia a antibidticos da classe das aminopenicilinas e fluroquinolonas de 56% e 27%,
respetivamente. No caso da Staphylococcus aureus, este patogéneo apresentava uma

taxa de resisténcia a meticilina de 39%.42

Em 2019, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) considerou a resisténcia
antimicrobiana como uma das dez principais ameacas a saude global.*3 Atualmente, a
resisténcia aos antibidticos é responsavel por mais de 2 milhdes de infecdes e pelo
menos 23.000 mortes anualmente nos EUA e cerca de 33.000 mortes na Europa.** % Em
2050 estima-se que as mortes humanas causadas por microrganismos resistentes aos
medicamentos possam aumentar de aproximadamente 700.000 por ano para 10

milhdes por ano em 2050.4
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Em 2015, a Assembleia Geral da ONU apresentou a “Agenda 2030 para o

III

desenvolvimento sustentavel” que consiste em 17 objetivos (Figura 1.3) e 169 metas,
em resposta ao aumento da preocupacdo relacionada com a sustentabilidade da

humanidade a longo prazo.*’
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APOBREZA . 1“ DESIGUALDADES . . . . L
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v
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alteragdes climaticas e os seus impactos
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§ ‘i X X L » PROTEGERA ,
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sustentavel da dgua potavel e do "_‘: dos ecossistemas terrestres, combater a
saneamento para todos - desertificagdo e travar a perda de biodiversidade

Garantir o acesso a fontes de energia 16 ﬁfgﬁivﬂcﬂﬂis Promover sociedades pacificas e inclusivas e
fidveis, sustentaveis e modernas para 3 inclusivas para o desenvolvimento sustentavel e
todos .!: proporcionar o acesso a justi¢a para todos
RSN ; Gt 17 Wethemasio i i 5
Eniath Promover o crescimento econémico DISORETIVIS Reforcar os meios de implementacdo e
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‘I' trabalho decente para todos desenvolvimento sustentavel

Construir infraestruturas resilientes,
promover a industrializacdo inclusiva e
sustentavel e fomentar a inovacdo

Figura 1.3. Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) (Adaptado).®®

A resisténcia antimicrobiana (AMR) é uma ameaca cada vez mais preocupante
para as conquistas ja alcancadas em relacdo a saude comunitaria. Desta forma, esta
resisténcia pode comprometer o cumprimento dos ODS, na medida em que afeta a
seguranga sanitdria, o bem-estar, o crescimento econémico e a seguranga alimentar.

Portanto, é necessario tomar acdes de forma a mitigar, prevenir e controlar a AMR.*°
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De entre estas acOes, salienta-se o desenvolvimento de métodos de destruicao
de antibidticos em meios aquosos, que constitui o objetivo central dos estudos

desenvolvidos e apresentados no Capitulo 3 desta dissertacao.
1.1.3. Presencga de antibioticos nos ambientes aquaticos

A dose administrada do antibiético raramente é totalmente decomposta ou
metabolizada no corpo humano ou animal, pelo que uma fragdo entre 20% a 90% dessa
substancia é excretada pela urina e fezes. Estas fracdes excretadas, tanto no caso do
composto ativo como dos seus metabolitos, sdo libertadas no sistema de saneamento.
No caso da drea da pecudria, as fezes dos animais que poderdo conter residuos
farmacéuticos sao, frequentemente, utilizadas em campos agricolas e pastagens como
fertilizante, provocando a libertacdao direta de farmacos em aguas subterraneas ou

aguas abertas através do escoamento superficial.>%->2

O uso extensivo de antibidticos na medicina humana, mas principalmente na
medicina veterinaria, levou a detecao de niveis significativos de residuos de antibidticos
em estacoes de tratamento de 4dguas residuais (ETARs). Apesar de os antibidticos serem
detetados em concentragGes baixas (ng/L a pg/L), estes farmacos podem persistir no
meio ambiente por um longo tempo.>®* Como por exemplo, um estudo reportado em
2020 enumera varios antibidticos detetados em amostras de aguas recolhidas em 2017
no Rio Leca, em Portugal. Alguns dos antibiéticos detetados foram: ciprofloxacina (0,34

ug/L), claritromicina (0,27 pg/L), ofloxacina (0,12 pg/L) e trimetoprim (0,11 pg/L).>*

Os antibidticos presentes em ambientes aquaticos sdo ameacas potencialmente
graves para a saude humana e ecossistemas, uma vez que a sua persisténcia no
ambiente estd associada a uma resisténcia adquirida pelos patdégenos bacterianos a

determinados antibidticos.”*

Desta forma, todos estes fatores tém contribuido para a formacdo de um ciclo
negativo e alarmante (Figura 1.4), pelo que existe uma grande necessidade urgente de
desenvolver métodos e/ou estratégias para a degradacdo de antibidticos, a fim de

diminuir a sua quantidade nos ambientes aquaticos.



Desenvolvimento de processos cataliticos oxidativos em quimica de fluxo continuo para degradag¢do de farmacos

mesmsssasn [Eessssees===]
d 5 1 d L 1
% 7 % ¥
,
_ 7 "

- @D ® @

Hospitais Lares Producdo de Agricultura
! |nd|\nd ual gado
i Excrecdo J l /
Armazenamento
i de estrume ﬁ

Sistema de

e —

Campos
agncolag\[z If_g\.stagen

/

Resisténcia
antimicrobiana

Estagéo de
tratamento de
agua potavel

Figura 1.4. llustragdo esquematica do ciclo dos antibidticos e dos seus metabolitos desde as fontes de
consumo até a sua presencga nos ambientes aquaticos.

1.2. Abordagens para a remog¢ao de antibioticos das aguas
residuais

As estacGes de tratamento de 3aguas residuais (ETARs) tém como funcdo a
remocao de diferentes contaminantes, como substancias organicas e inorganicas e
agentes patogénicos presentes na agua, com o objetivo de fornecer dgua potdvel a
comunidade dentro da regulamentacdo legal. Para tal, existem vdrias técnicas para
remover contaminantes farmacéuticos de agua e efluentes, estando estes divididos em

convencionais e ndo convencionais.>®

Os tratamentos convencionais aplicados a agua dependem, maioritariamente,
das suas caracteristicas fisicas, quimicas e bacterioldgicas, sendo os mais comuns e

utilizados nas ETARs sdo a coagulacdo, floculacdo, sedimentacdo, filtracdo e
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desinfec30.°® Contudo, vérios estudos descrevem a ineficicia destes processos
convencionais de tratamento na eliminacdo de antibidticos presentes nas aguas.>” >%
Recentemente tém surgido novas tecnologias e abordagens com o objetivo de remover
os antibidticos ou bactérias resistentes a antibiéticos de dguas residuais e efluentes.
Entre estes destacam-se os processos de oxidacdo/desinfecdo,”® ¢ os processos
avancados de oxidacd0o,%! o recurso a carvao ativado® © e processo de separacido por

membranas® ®> (Figura 1.5).

Abordagens para a remog¢ao de antibidticos

Processos de Processos Anvang¢ados de o . Processos de separagao
S~ . ~ o Carvao ativado
oxidagdo/desinfe¢do Oxidagao por membranas
Cloragem —' uv/o, Osmose reversa
Radiagdo UV —' Fotocatalise Nanofiltragdo 3
Ozonizagao — Fenton

................................................

.......................

........................

.......................

.......................

.......................

........................

Figura 1.5. Abordagens mais comuns para a remogado de antibioticos de dguas residuais.

1.2.1. Processos Avangados de Oxidagao no tratamento de aguas

Para combater este problema ambiental e de saude publica, os Processos de
Oxidacao Avancados (do inglés Advanced Oxidation Processes - AOPs) tém sido descritos
como métodos eficazes para oxidar e degradar antibidticos. Estes processos tém a
capacidade de gerar espécies reativas de oxigénio (do inglés Reactive Oxygen Species -
ROS), nomeadamente o radical superdxido (057), o oxigénio singleto (10,), o perdxido

de hidrogénio (H,0,) e o radical hidroxilo (OH").

Em termos de classificacdo dos diferentes métodos de AOPs, estes podem ser
divididos em métodos fotoquimicos e métodos ndo fotoquimicos. Em relacdo aos

métodos fotoquimicos, a destruicdo completa dos antibiéticos pode ser alcancada

10



Desenvolvimento de processos cataliticos oxidativos em quimica de fluxo continuo para degradag¢do de farmacos

através da combinacdo com radiacdo foténica. Estes incluem a ozonizacdo combinada
com radiagdo ultravioleta (03/UV), a ozonizagdo com perdxido de hidrogénio e radiagdo
ultravioleta (O3/H202/UV), o sistema foto-Fenton (Fe?*/H,0,/UV) e fotocatalise, entre
outros. Os métodos ndo fotoquimicos nao requerem energia para formar radicais OH®,
e incluem os métodos ozonizacdo (0Os3), ozonizacdo combinada com perdxido de
hidrogénio (0s3/H20;), ozonizagdo catalitica (Os/catalisadores), sistemas Fenton
(Fe?*/H,0,) e oxidacdo catalisada por complexos metalicos em presenca de oxidantes,
entre outros.®® A titulo demonstrativo, a ozonizacd0,%”%° a reacdo de Fenton’® 7! e a
fotocatélise’>’* tém sido alguns dos métodos mais investigados para aplicacdo no

tratamento de aguas.”> 7

1.3. Metaloporfirinas como catalisadores na degradacao

oxidativa de antibioticos

A implementacdao de AOPs, como referido anteriormente, pode ser catalisada
por complexos metdlicos na presenca de oxidantes. De entre esses complexos, as

metaloporfirinas sdo aqueles que apresentam maior potencial nesta area.

As porfirinas e seus derivados s3ao uma classe de compostos macrociclicos
tetrapirrdlicos de ocorréncia natural com cor intensa. Estes compostos, tém sido
extensivamente estudados devido ao papel fundamental desempenhado em alguns
processos da vida bioldgica, nomeadamente no transporte de oxigénio.”” As porfirinas
possuem um sistema de 18n eletrdes conjugados que é responsavel pelo seu
comportamento aromatico e a sua cavidade de tamanho limitado permite a
acomodac3o de catides metélicos.”® O estudo das atividades das metaloporfirinas (MPs)
surgiram em 1747 quando Menghini demonstrou pela primeira vez a presenca de ferro
no sangue, ou seja, o grupo heme, que contém um complexo ferro-porfirina,
coordenando o oxigénio e o didxido de carbono sendo responsavel pela respiracdo

celular.”’

Devido ao aparecimento de novas metaloporfirinas sintéticas utilizadas como
catalisadores em reagdes de oxidagdao, Dolphin e Traylor propuseram, em 1997, uma

classificacdo para muitas MPs utilizadas em catalise com base nas suas estruturas

11
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(Esquema 1.1) Desta forma, as MPs de 22 geracdo (1.2) surgiram com a substituicdo de
grupos eletronegativos e/ou volumosos no anel meso-fenil. A introdugdo de grupos
eletronegativos nas posicdes B-pirrdlicas do anel de porfirinas de segunda geracdo deu
origem as MPs de 32 geracdo (1.3).”° Contudo, as MPs de 32 geracdo, por serem mais
ativas, também contribuem para uma degradacdo mais rdpida desta enquanto

catalisador, o que limita significativamente a sua aplicacdo em catdlise oxidativa.8% 8!

X = grupo atrator de eletrées ou grupo volumoso
Y = atomo de halogénio

Esquema 1.1. Metaloporfirinas da 12 (1.1), 22 (1.2) e 32 (1.3) geragao.

As reacoes de oxidacdo sdo importantes ferramentas sintéticas e varias
aplicacdes podem ser encontradas na industria quimica, como por exemplo, a sintese
de produtos obtidos a partir da oxidacdo de substratos organicos e a producdo de varios
compostos farmacéuticos (APIs).”” Na ultima década, tém surgido vérias abordagens
bem sucedidas no desenvolvimento de catalisadores metaloporfirinas para oxidacdo de

compostos organicos.! &

Face a necessidade urgente em encontrar solu¢des para o tratamento de aguas

contaminadas com farmacos e, por sua vez, o controlo do aumento da resisténcia

12
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antimicrobiana, tém surgido varios estudos utilizando metaloporfirinas em catalise

oxidativa de antibioticos.

Os oxidantes mais utilizados em catdlise oxidativa na presenca de
metaloporfirinas sdo o acido m-cloroperoxibenzoico (m-CPBA), monoperoxissulfato de
potéssio (KPMS ou Oxone®), iodosilbenzeno (PhlO), diacetato iodobenzeno (Phl(OAc)2),
perdxido de hidrogénio (H20;) e os seus derivados como hidroperdxido de terc-butilo (t-
BuOOH).8% 838> Estes oxidantes atuam através de mecanismos que produzem radicais,
incluindo o radical hidroxilo, o radical superdxido, entre outros.®® Contudo, muitos
destes oxidantes sdo altamente poluentes e ddo origem a produtos residuais altamente
indesejdveis, e visto que sdo utilizados em quantidades excessivas, é necessario evitar o
seu uso. A excecao é o peroxido mais simples, o H,0,, um oxidante benigno, cuja sua
decomposicdo origina oxigénio e agua sendo o menos prejudicial do ponto de vista

ambiental.?”

A utilizagao de AOPs com perdxido de hidrogénio (H,0,) como oxidante benigno
tem sido bastante discutida. Tal como referido anteriormente, o perdxido de hidrogénio
pode ser combinado com radiacdo UV e/ou com ides Fe?* dando origem aos processos
conhecidos como H,0,/UV, Fenton (Fe?*/H,0,) e Foto-Fenton (Fe?*/H,0,/UV).28 Para
além disso, o perdxido de hidrogénio pode, ainda, ser combinado com catalisadores
metalicos, nomeadamente, metaloporfirinas, para aplicacdo na degradacdo/oxidagdo

quimica de antibidticos.®

Em catdlise oxidativa aplicada a degradacdo de antibidticos, a metaloporfirina
tem a capacidade de ativar o agente oxidante, formando complexos que permitem
oxidar os farmacos em estudo. A Figura 1.6 apresenta as vias possiveis para a ativacdo

do agente oxidante.

13
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Figura 1.6. Esquema do mecanismo de ativagdo do agente oxidante por uma metaloporfirina
(Adaptado).8- %0

Inicialmente, o ido metdlico da metaloporfirina encontra-se no estado de
oxidacdo +3, podendo coordenar um dador de oxigénio, neste caso H,0,, ocorrendo a
clivagem homolitica ou heterolitica da ligacdo O-0 da espécie hidroperoxo (Espécie A,
Figura 1.6) dando origem as espécies oxo. A clivagem homolitica da ligacdo O-0 da
origem a espécie [Porfirina-M'V-OH] (Espécie B, Figura 1.6), onde o metal apresenta o
estado de oxidacdo +4, levando também a formacado de radicais OH*. Por outro lado, a
clivagem heterolitica da ligagdo O-O leva a formacdo das espécies [Porfirina-MV=0]
(Espécie C, Figura 1.6) e radicais OH*.°! Usando H,0, como oxidante, o mecanismo de
clivagem depende dos substituintes no macrociclo da porfirina e do contra-ido (L), sendo
gue a presenca de grupos de atractores de eletrées no macrociclo da porfirina promove
o processo heterolitico.’> Na presenca de solventes apréticos ou préticos ocorre
preferencialmente a formacdo da espécie [Porfirina-MV=0], resultante da clivagem
heterolitica.®®* Contudo, a formacdo de uma outra espécie também depende do metal
central presente na porfirina. Metaloporfirinas com ferro (lll) como metal central
favorecem a formacdo de espécies hidroperoxo (Espécie A, Figura 1.6), enquanto
metaloporfirinas com manganés (lll) como metal central favorecem a formacdo de

espécies 0x0.31 %0

Na Tabela 1.2 apresentam-se os estudos reportados na literatura relativos a
degradacdo de antibidticos recorrendo a catalise oxidativa na presenca de

metaloporfirinas (1.4) como catalisadores (Esquema 1.2).
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R3
(1.4)

1.4a: Ri- Rs = H; Y = H; M = Mn(Ill); L= Cl )

1.4b: R3 = CO2Me; R1, Rz, Rs, Rs = H; Y =H; M= Mn(lll); L =
cl

1.4c: Rz = CO2Me; Ry, R2, Ra, Rs = H; Y =Br; M = Mn(lll); L =
cl

1.4d: R3 = COOH; Ry, Rz, Ra, Rs = H; Y = H; M = Mn(lll); L =
n.d.

1.4e: R3 = COOH; Ry, Rz, R4, Rs = H; Y = Br; M = Mn(lll); L =
n.d.

1.4f: R1=Cl; R2=Cl; R3, R4, Rs =H; Y=H; M= Mn(lll); L=Cl

1.4g:R1=Cl;Rs=F; Ry, R3, Ra=HY =H; M =Mn(lll); L=Cl

1.4h: Ry, Rs = Cl; R2 =SO2H; Y = H; M = Mn(lll); L = OAc )

&

Esquema 1.2. Metaloporfirinas (MPs) como catalisadores na catalise oxidativa de antibidticos
reportadas na literatura.
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Tabela 1.2. Resultados reportados na literatura do uso de metaloporfirinas em catalise oxidativa antibidticos.

Entrada A'gent.es Catalisador Antibiético CondicGes experimentais Resultados e Observagées
Oxidativos
- Catalisador: 1.4a; 1.4b; 1.4c (homogéneo) - Testagem de outros solventes (metanol, agua e etanol) mas ACN
- Cat:Oxidante:CIP = 1:100:10 revelou-se o melhor solvente
H.0, - [Catalisador]=3,0x 10° M - Melhores taxas de degradagdo de CIP para PhlO como oxidante:
19 m-CPBA 122 Ciprofloxacina (CIP) [Oxidante]=3,0x 10* M ¢ Processo n3o catalisado: 38% em 24h
PhIO 1'4c - [CIP]=3,0x10° M (13,1 pg/mL) e 1.4a: 56% em 24h
) - Solvente: ACN e 1.4b=76% em 24h
-24ha25°C e 1.4c=72%em 24h
- Proposta mecanistica de degradagao de CIP
- Catalisador: 1.4d; 1.4e (homogéneo) - Realizados ensaios de controlo (presenca de oxidante e auséncia de
- Cat:Oxidante:Antibidtico = 1:100:10 catalisador)
- [Catalisador] = 3,0 x 10® M - 1.4e/PhlO/PB:ACN foi o sistema mais eficiente na degradacdo de
H20: - [Oxidante] =3,0x 10* M CIP: 100% em 24h
295 mp_lle;BA 1.4d Ciprofloxacina (CIP) - [Antibidtico] = 3,0 x 10° M (CIP: 13,1 pg/mL; LEV: - Proposta mecanistica de degradacdo de CIP
1.4e Levofloxacina (LEV) 10,8 ug/mL) - 1.4d/PhIO/ACN foi o sistema mais eficiente na degradagdo de LEV:
PhI(OAcC): - Sistemas de solventes: 97% em 24h
e ACN - Proposta mecanistica de degradagao de LEV
e PB:ACN = 85:15 (pH = 2,5)
-24ha25°C
- Catalisador: 1.4a; 1.4f; 1.4g (homogéneo) - H202 na degradacdao de NOR na presenca de:
- Cat:Oxidante:NOR = 1:100:10 e 1.4a: 34% em 24h
H202 1.4a - [Catalisador] =4,1x 10° M o 1.4f: 49% em 24h
3% t-BuOOH 1.4f Norfloxacina (NOR) - [Oxidante] =4,1x10* M e 1.4g: 33% em 24h
Oxone® 1.4g - [NOR] = 4,1x10° M (9,94 pg/mL) - Degradacdo de NOR mais eficiente com KPMS: 57-61% em 24 h
- Solvente: ACN - Destrui¢io do catalisador determinada por UV-Vis
-24ha25°C - Proposta mecanistica de degradagdo de NOR
- Catalisador: 1.4h@SiO: (heterogéneo) - Eficiéncia de imobilizagdo de 37%
- Cat:TMP = 1:500 - Degradagdo TMP: 95% em 150 min
- Catalisador = 9,0 x 10 mol - Reutilizagdo de 5 ciclos (sem perda significativa de eficiéncia)
4% H,0, 1.4h Trimetoprim (TMP) [TMP]=4,5x 10* M (130,6 pg/mL) - TOC de 24% ao fim de 150 min

- Solvente: 100 mL de 4gua destilada - Produtos de degradagdo identificados por UPLC-MS
- Adigdo de 30 uL H202 (30% w/w) sucessivas de 15 - Estudos de toxicidade revelaram que os produtos de degradagdo
em 15 min até Viota = 300 ul apresentam toxicidade semelhante ao TMP
- Proposta mecanistica de degradagao de TMP
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Um estudo realizado por Lage et al.®* descreve o uso de metaloporfirinas de
manganés de 123, 22 e 32 geracdo como catalisadores na degradacdo de ciprofloxacina
(CIP) na presenca de vdrios oxidantes (H202, m-CPBA e PhlO) (Tabela 1.2, Entrada 1).
Foram testados metanol, agua, etanol e ACN como solventes, contudo, para os trés
primeiros verificou-se que CIP é apenas moderadamente sollvel nestes, o que motivou
a utilizacdo de ACN como solvente preferencial. Comparando os trés oxidantes em
estudo, verificou-se que o PhlO apresenta as melhores taxas de degradagao (entre 56%
e 76%), sendo que, no processo ndo-catalisado, realizado na presenca de PhlO obteve-
se 38% de degradacao. Analisando a eficiéncia catalitica dos trés catalisadores 1.4a, 1.4b
e 1.4c na presenga de PhlO observa-se uma taxa de degradacdo de 56%, 76%, 72%,
respetivamente. De acordo com os autores, o catalisador 1.4b apresenta um melhor
desempenho que 1.4a porque contém grupos metil éster (-CO;Me) atractores de
eletrdes nas posicdes para dos substituintes meso-aril da metaloporfirina promovendo
a formac3o da espécie [Porfirina-MnV=0]. No caso do catalisador 1.4¢, este contém oito
atomos de bromo nas posicées B-pirrdlicas do macrociclo, pelo que devem aumentar a
acidez do ido de manganés levando facilmente a formacao de espécies ativas. Contudo,
este fator ndo foi suficiente para ocorrer um aumento da eficiéncia deste catalisador de
32 geracao quando comparado com o de 22 geracao. Apesar da degradacgao ter ocorrido
em todas as MPs, os atores verificaram que no caso da MPs de 32 geracdo este
acontecimento ocorreu mais rapidamente quando comparando com as reagdes
realizadas na presenca de MPs de 22 geracdo, o que podera justificar a diminuicdao da
degradacdo de CIP. Este acontecimento, ja descrito na literatura, deve-se a baixa

estabilidade de MPs de 32 gera¢do como catalisadores.8% 8!

Outro estudo reportado pelo mesmo grupo de investigacdo®® teve como objetivo
a comparacao de metaloporfirinas de manganés de 22 e 32 gera¢cdo como catalisadores
homogéneos na degradacdo de fluoroquinolonas na presenca de diversos agentes
oxidativos (H202, PhlO, Phi(OAc). e m-CPBA) (Tabela 1.2, Entrada 2). As reacdes de
degradacdo foram realizadas em dois tipos distintos de solvente: i) apenas acetonitrilo
(ACN) e ii) buffer de fosfato:acetonitrilo (PB:ACN). No caso da degradacdo de CIP,

verificou-se que, com ambos os solventes, a degradacdo foi completa ou quase
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completa, na presenca do oxidante PhlO (PB:ACN ligeiramente mais eficiente). No caso
da degradagdo de levofloxacina (LEV), os autores observaram que ambos os
catalisadores foram eficientes (~97% degradacdo), usando PhlIO como oxidante e ACN

como solvente.

Na sequéncia, o mesmo grupo®? relatou o desempenho de trés porfirinas de
manganés na degradacdo da norfloxacina (NOR), comparando H,0;, t-BuOOH e
Peroximonossulfato de potassio (KPMS) como oxidantes, em meio aquoso (Tabela 1.2,
Entrada 3). Estes trés agentes oxidantes foram escolhidos uma vez que sdo baratos,
solUveis em agua, estaveis a temperatura ambiente e, exceto o H.0; que ndo é toxico,
por formarem subprodutos menos téxicos quando comparados com oxidantes mais
classicos e altamente poluentes, como o Phl(OAc); e PhlO. Analisando a eficiéncia das
metaloporfirinas em estudo na presenca de H;0,, observou-se que no caso da MPs de
12 geragao (1.4a) o valor da degradacdao de NOR (34%) foi relativamente mais elevado
quando comparado com o ensaio na auséncia de metaloporfirina (20%). Este resultado
foi atribuido a formacdo de radicais OH* resultantes da clivagem homolitica da ligacdo
0O-0. No caso da MPs de 22 geracgdo (1.4f), esta foi o catalisador com melhor eficiéncia
de degradacdo (49%). A presenca de atomos de cloro na periferia desta metaloporfirina
favorece a clivagem heterolitica de H202 para gerar a espécie [Porfirina-Mn"=0]. Em
relacdo aos agentes oxidantes estudados, observou-se que KPMS foi o oxidante que
proporcionou maiores valores de degradacdo de NOR quando comparado com os
restantes oxidantes. O facto de se obterem valores inferiores de degradacdao de NOR na
presenca de peroxidos (33%-49%, no caso de H,0; e 13%-19%, no caso de t-BuOOH),
poderd dever-se a reagdes secundarias dos mesmos, como por exemplo,
autodecomposic3o.’” No caso do KHSOs (Oxone®) este permite gerar radicais hidroxilo
(OH*) e radicais sulfato (SO;~) sendo que o potencial redox dos radicais sulfato (2,5-3,1
V) é maior quando comparado com os radicais hidroxilo (1,8-2,4 V) o que permite que
ocorra uma oxidacdo mais rapida e eficaz, traduzindo-se em valores de degradacdo mais
elevados (57-61%), apesar do maior risco ambiental, quando comparado com o uso de

peroxido de hidrogénio.
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As metaloporfirinas tém sido mais utilizadas como catalisadores homogéneos,
contudo, a sua separagao e recupera¢ao é um processo extremamente dificil, pelo que
a utilizacdo de suportes solidos, organicos ou inorganicos tem sido também uma
abordagem bastante discutida para ultrapassar este problema,?% 8 % sendo este um

dos objetivos principais desta dissertacao.

De entre as varias possibilidades, a silica é considerada um sdlido inorganico
versatil, uma vez que é inerte e estavel, térmica e quimicamente, em diferentes
condicGes. Pode ser potencialmente aplicada em varias reagdes cataliticas, devido a sua
simplicidade e seguranca no seu manuseamento, pelo que ndo representa um obstaculo
no desenvolvimento de processos em meios aquosos, podendo também ser
funcionalizada, o que permite imobilizar uma ampla gama de espécies cataliticas.”® A
preparacao deste tipo de catalisadores imobilizados em silica permite uma recuperagao
facil e eficaz do catalisador através de processos como filtracdo ou centrifugacdo do

meio reacional, podendo este ser reutilizado posteriormente.1®

Um exemplo da aplicagdo da silica funcionalizada na imobilizagdo de
catalisadores homogéneos foi descrita num estudo publicado pelo grupo de Catélise e
Quimica Fina do Centro de Quimica de Coimbra,”® no qual a metaloporfirina 1.4h foi
imobilizada em silica funcionalizada, sendo entdo, posteriormente, aplicada como
catalisador na degradacdo heterogénea de trimetoprim (TMP), na presenca de H.0;
como oxidante, em meio aquoso. Neste estudo, obteve-se uma taxa de degradacdo de
TMP de 95% em 150 minutos, com uma remocao de TOC de 24% (Tabela 1.2, Entrada
4).

Desta forma, tendo em conta os estudos enunciados, pode concluir-se que as
metaloporfirinas oferecem resultados promissores na degradacdo de antibidticos na
presenca de diversos agentes oxidantes e serdao também utilizadas como catalisadores

nos estudos desenvolvidos neste trabalho.
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1.4. Quimica de fluxo continuo como alternativa no
tratamento de aguas

Os processos cataliticos de degradacdo de antibidticos discutidos na secdo
anterior tém como denominador comum, o facto de terem sido efetuados em reatores
ou Vvasos reacionais estaticos, ou seja, em batelada (em inglés, como é normalmente
definido, batch). Contudo, mais recentemente, e resultante do desenvolvimento
tecnolégicos de equipamentos, tem surgido um crescente interesse na substituicdo de
reac0es e processos quimicos normalmente realizados em condi¢cdes batch para
processos que ocorram de forma continua.’®® A aplicacdo de processos de forma
continua, isto é, em fluxo continuo, apresenta varias vantagens face aos métodos
convencionais em batch, nomeadamente na utilizacdo de volumes de reacdo menores,
um maior controlo de temperatura e a possibilidade de utilizacgdo de pressées mais
elevadas com maior seguranca,'%% 103 sendo esta estratégia muito préxima, também na
aplicagdo em remediagdao ambiental, e particularmente em processos cataliticos

oxidativos.

Na Figura 1.7 estd representado um esquema tipico de um processo em fluxo
continuo. De uma forma geral, os reagentes sdo introduzidos no sistema com a utilizacdo
de bombas. Seguidamente, as diferentes correntes de reagentes entram em contacto
através de misturadores, imediatamente antes de entrarem no reator. Dependendo do
fluxo combinado da mistura (F;) e do volume do reator utilizado, os reagentes
permanecem um dado tempo dentro do reator nas condi¢cdes de reacdo desejadas
(tempo que uma dada seccao de fluido demora desde que entra até que sai do reator),
designado de tempo de residéncia (tr). Este tempo é determinado pelo volume do reator
(V) e pelo fluxo total (Ft) utilizado durante o processo, sendo tr= V./F:. De seguida, a
mistura reacional resultante do processo é recolhida e posteriormente analisada. O

processo pode ser operado de forma continua até se esgotarem os reagentes.'%

Durante a operacdo de processos em fluxo continuo, a concentracdo em
qualquer ponto ao longo do reator é invariante com o tempo, atingindo-se um estado
estaciondrio (steady-state). Para garantir que o steady-state seja alcancado, o sistema

deve ser operado aproximadamente 1,5 volumes de reator e por pelo menos cinco
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rotacdes volumétricas para garantir que se alcanca este estado estacionario. Os residuos
experimentais inicialmente produzidos antes de se atingir o steady-state devem ser
descartados. Apds atingir-se este estado estaciondrio a mistura bruta é colhida. As
amostras de saida devem ser recolhidas, se possivel, em intervalos de tempo regulares

e entdo analisadas para demonstrar o desempenho ao longo do tempo de operagdo.1??

Fluxo A (mL/min)

Reagente A Q 9 Reator Fluxo A + B (mL/min) ,

Fluxo B (mL/min)

L

Reagente B

Figura 1.7. llustracdo esquematica de processo em fluxo continuo.

Desta forma, devido as vantagens associadas aos processos em fluxo continuo
face aos métodos convencionais, existe uma maior facilidade de transposicdao para
grande escala um sistema de degradacdo de antibidticos presente em dgua residuais. A
sua natureza tecnoldgica assente no movimento de fluidos torna a quimica de fluxo
continuo numa abordagem promissora para aplicacdo na remediacdo ambiental,
nomeadamente no que diz respeito ao tratamento dguas residuais a saida de unidades

hospitalares.1%>

Atualmente, a nivel comercial, ja existem varios equipamentos de sistemas em
fluxo continuo aplicados no tratamento de aguas residuais industriais que permitem o
tratamento de dguas de forma constante. Dependendo do tipo de industria, é possivel
realizar diversos tratamentos como remocdo de metais pesados, remocao de fosfato,
neutralizacdo de pH, entre outros.’%® 197 Contudo, a utilizacdo de processos em fluxo
continuo nas ETARs e a saida de unidades hospitalares é um desafio devido a elevada
quantidade de agua a tratar quando comparada ao tratamento de aguas residuais

industriais. Desta forma, tendo em vista a aplicacdo de processos continuos em ETARs
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alguns estudos sdo descritos na literatura que relatam a otimizacdo de processos em
fluxo para uma potencial aplicacdo em ETARs.1%8 109 No que diz respeito a degradagdo
de farmacos, o desenvolvimento e implementacdo de um sistema de fluxo continuo
direcionado para o tratamento de 4dguas residuais de unidades hospitalares constituira
um passo importante na degradacdo de antibidticos e consequentemente no combate
a resisténcia antimicrobiana, sendo que a sua simulacdo a escala laboratorial € um dos

objetivos, numa escala temporal mais alargada.

Na literatura foram reportadas metodologias aplicando AOPs para a degradacao
de antibidticos em fluxo continuo. Entre estas destacam-se o sistema Fenton10 111
eletro-Fenton'?> 113 ozonizacdo!'* 11°, catdlise enzimatical’®, processos

eletroquimicos?” 118 e métodos usando agentes oxidativos.

Entre os estudos reportados na literatura, os estudos de Du et al.1*° descreveram
a preparacdo de um catalisador de cobalto/cobre. Este catalisador foi aplicado na
degradacdo de sulfametozaxol (SMX), na qual o agente oxidante utilizado foi o
peroximonossulfato (PMS), em condi¢des batch e em fluxo continuo. Em batch foi
utilizado PMS (0,1 mM), [catalisador]o = 90 pg/mL em 50 mL de solu¢do aquosa de SMX
([SMX] = 5,0 pg/mL), tendo-se observado uma degradacdo de 97% de SMX ao fim de 10
min. Foi estudada a eficiéncia de degradacdo de SMX sob irradiacdo de luz visivel e
verificou-se que a sua influéncia ndo contribuiu para a degradacdo do SMX tendo em
conta os valores semelhantes de degradacdo sob a auséncia de luz e na presenca de luz
visivel. O TOC observado foi de 20% e 61% apds 10 min e 120 min de reacdo,
respetivamente, em condi¢des batch, o que indica uma aprecidvel mineralizacdo. A
reutilizacdo do catalisador também foi estudada, tendo-se observado uma diminuicado
da eficiéncia do catalisador nas sucessivas reutilizacdes, sendo necessario mais tempo
de reacdo para se obter a mesma percentagem de degradacdo inicialmente obtida.
Observou-se, também, a lixiviacdo de Co e Cu, durante a 12 e sucessivas reac¢des. A
possivel aplicacdo deste sistema no tratamento de aguas residuais via fluxo continuo foi
estudado com o empacotamento do catalisador num reator em coluna. O tempo de
retengdo controlado por bombas peristalticas foi de 10 minutos e a concentragdo do

agente oxidante PMS foi ajustado no sistema para 0,1 mM. Com este sistema ndo foi
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observado uma diminuic¢do significativa da eficiéncia de degradacdo durante 64 horas.
Procederam ainda ao estudo de uma solu¢ao aquosa contendo uma matriz de varios
antibidticos sulfonamidas, entre estes sulfametozaxol (SMX), sulfacetamida (SA) e
sulfametazina (SMT), com concentragdes 1,5 mg/mL. Observou-se uma degradacgdo de
~90% para os trés antibidticos, tendo-se constatado, novamente, a lixiviagdao de Co e Cu.
Estes estudos demostram a relevancia do desenvolvimento de catalisadores eficientes
e estdveis tendo em vista a aplicacdo destes na degradacao de antibidticos presentes

em aguas residuais.

Outro exemplo da degradacdo de antibidticos em fluxo continuo foi descrito por
Fornazari et al.?2%. A degradacdo de sulfametazina (SMT), sulfatiazol (STZ) e norfloxacina
(NOR) foi obtida com a utilizacdo de nanoparticulas de ferro de valéncia zero (nZVI) e a
reacao de Fenton, usando H,0; como oxidante. Uma solugdao contendo SMT, STZ ou NOR
(1,0 pg/mL) foi bombeada para um reator em coluna (80 mL) que contém cinco
camadas: |13 de vidro, 2 g de areia, 100 mg de nZVl em 4 g de areia, 2 g de areia e
novamente |3 de vidro. Apds o reator em coluna, a solucdo entra num recipiente de
mistura onde é bombeado H,0; (1 mM). Através de design fatorial, observou-se uma
tendéncia no aumento da degradacao através da diminuicdo do fluxo e do pH. Contudo,
o sistema esta limitado a um fluxo de 20 mL/min e pH = 3,0. Desta forma, para estas
condi¢cGes enumeradas anteriormente, obteve-se uma degradacdo de SMT, STZ e NOR
de 55%, 77% e 69%, respetivamente. As anadlises foram realizadas apos se alcangar o
steady-state, tendo este sido alcancado apds 15 min de operagdo, mantendo-se
constante durante 6 horas. Durante o steady-state observou-se lixiviacao de ferro na
ordem de 6-9 ug/mL, desta forma, apds a passagem pelo reator em coluna, adicionou-
se mais H20; (1 mM) de forma a aproveitar o ferro residual dissolvido e realizar-se o
processo de Fenton, degradando ainda mais os antibidticos. Desta forma, ao acoplar os
processos nZVI e Fenton, durante o steady-state observou-se uma degradacao superior

a 96%.

Contudo, salienta-se mais uma vez a falta de estabilidade dos catalisadores

utilizados, o que impede claramente a sua reutilizacao e transposicdo para o mundo real.
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1.5. Objetivos

Os Objetivos de Desenvolvimento Sustentdvel tém como propdsito dar resposta
ao aumento da preocupacdo relacionada com a sustentabilidade a longo prazo da
humanidade.*” Desta forma, é de salientar que este trabalho encontra-se perfeitamente
alinhado com o 32 e 62 objetivos de desenvolvimento sustentavel, na medida em que
tem como objetivo o desenvolvimento de uma abordagem sustentdvel para o
tratamento de aguas a fim de diminuir/eliminar a presenca de antibidticos, levando a
uma diminuicdo do problema da resisténcia antimicrobiana, contribuindo, assim, para

uma melhoria da saide humana.

Tal como referido anteriormente, na literatura existem varios artigos que fazem
referéncia ao uso de metaloporfirinas como catalisadores eficientes na degradagao de
antibiodticos, contudo, estes sistemas apenas foram estudados em batch, o que estd

longe da realidade do tratamento de dguas em grande escala.

No caso da degradacdo de antibidticos, o desenvolvimento e a implementacao
de um sistema de fluxo continuo no tratamento de aguas residuais de um hospital seria
um passo importante na degradacao de antibidticos e no combate a resisténcia
antimicrobiana. Desta forma, tendo em vista o desenvolvimento e implementacgao de
um sistema vidvel na degradacdo de farmacos em contexto hospitalar, esta dissertacdo
tem como objetivo a sintese de um catalisador sustentavel baseado numa
metaloporfirina imobilizada num suporte sélido e sua avaliacdo na degradacdo de
antibiéticos em processos de fluxo continuo usando H;0, como agente oxidativo

benigno (Figura 1.8).
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Figura 1.8. Esquema da proposta de trabalho apresentada nesta dissertagao.
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CAPITULO 2

Sintese e caracterizagdo estrutural de catalisadores
metaloporfirinas

Como mencionado anteriormente, existe um grande interesse na utilizacdo de
metaloporfirinas como catalisadores na degradagao de antibidticos, na presenga de um
oxidante, como por exemplo perdoxido de hidrogénio, um oxidante verde, barato,
abundante e seguro.! Na presenca de um oxidante do tipo perdxido é possivel ocorrer a
clivagem homolitica ou heterolitica da ligacdo O-0, que levam a formacao de espécies
hidroperoxo e espécies oxo, respetivamente. A formacao de espécies hidroperoxo sdo
normalmente favorecidas quando o macrociclo da porfirina apresenta grupos alquilos
como substituintes. Por outro lado, a formacdo de espécies oxo é favorecida pela
presenca de grupos atractores de eletrdes no macrociclo.? Contudo, as porfirinas
contendo atomo halogénio em posicdes orto nos grupos meso-arilo sdo considerados
mais eficientes e estaveis, quando comparados com porfirinas sem esses grupos.3° Além
disso, com a utilizacdo do perdxido de hidrogénio como oxidante, a escolha do metal
central a introduzir na cavidade da porfirina recai sobre o Fe(lll) e Mn(lll) como os metais

mais adequados para que exista uma producao eficaz de espécies reativas de oxigénio.>

7,10,11

Trabalhos realizados anteriormente no Laboratdrio de Catalise e Quimica Fina do
Centro de Quimica de Coimbra, demostraram o potencial da utilizacdo de
metaloporfirinas halogenadas como catalisadores eficientes na degradacdo de
antibidticos.’ Por esse motivo, os estudos iniciaram-se com a preparacdo de uma
porfirina contendo halogéneos (grupos cloro) nas posi¢des orto dos grupos meso-arilo
das porfirinas. Com vista a obtencdo de uma porfirina solivel em 3agua, a estratégia

sintética consistiu na reagao de clorossulfonagao da porfirina halogenada, seguida de
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uma reacao de hidrélise. Por outro lado, de forma a obter um catalisador heterogéneo
através da imobilizacdo da porfirina contendo grupos cloro num suporte sdlido
proceder-se-a a sua clorossulfonacdo seguida de uma reacao de substituicdo nucleofilica
com silica funcionalizada com grupos 3-aminopropilo para a obtencao de um catalisador
imobilizado heterogéneo. Finalmente, as porfirinas de base livre serdo complexadas
com um sal de manganés(ll), de modo a obter os respetivos complexos metalicos de

manganés(lll).

2.1. Sintese de porfirinas

Desta forma, efetuou-se a sintese da 5,10,15,20-tetra(2,6-diclorofenil) porfirina,
utilizando o método descrito por Pereira’> 13, designado por método de
nitrobenzeno/Na¥Y. Num baldo de fundo redondo colocou-se 4&cido
acético/nitrobenzeno (2:1), de seguida adicionou-se NaY e 2,6-diclorobenzaldeido (60
mmol). A mistura foi aquecida até aos 140 °C, seguida da adi¢do de pirrol (60 mmol) gota
a gota. A mistura permaneceu em agitacdao magnética a 140 °C durante 2 horas. Apds
arrefecimento da mistura, o NaY foi removido por filtragdo e adicionou-se metanol para
promover a precipitacdo do composto pretendido (Esquema 2.1). A porfirina 2.1 obtida

foi isolada com um rendimento de 4%, estando este valor e a sua caracterizagao,

14,15

concordantes com os dados reportados na literatura.

NaY
CH;COOH

Cl O
Ho . !/ \5 Nitrobenzeno »
N 140°C,2 h
cl H

Esquema 2.1. Sintese de 5,10,15,20-tetra(2,6-diclorofenil)porfirina (2.1).

Tendo como objetivo modular as caracteristicas da porfirina, procedeu-se a

reacao de clorossulfonacdo de 2.1. Seguidamente, para obter uma porfirina soltvel em
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meio aquoso, promoveu-se a hidrdlise de 2.2 obtendo-se uma porfirina sulfonada 2.3
(TDCPPSOsH) (Esquema 2.2). Estes processos foram realizados de forma sequencial sem
isolar os produtos intermediarios obtidos, de forma a minimizar as perdas de composto
e otimizar o processo de sintese da porfirina sulfonada 2.3. Para tal, seguindo
procedimentos descritos na literatura,* procedeu-se a reacdo de clorossulfonacdo da
TDCPP (2.1) (0,23 mmol) dissolvida num excesso de acido clorossulfénico. A reagdo foi
colocada a 100 °C durante 1 h e 30 min. Apds arrefecimento, adicionou-se cloroférmio
ao crude de reacdo de forma a diluir os acidos presentes e, desta forma, permitir a
realizacdo de uma lavagem com agua, em continuo. Apds a neutralizacdo do acido
remanescente com adi¢cdes de solucdo saturada de hidrogenocarbonato de sédio,
seguida de uma extracdo da fase organica, a solucdo organica de 2.2. foi evaporada,
tendo-se prosseguido para a sua respetiva hidrélise sem isolamento, em 100 mL de dgua
e colocada em refluxo a 100 °C durante 12h. Apds este tempo, evaporou-se a dgua e
isolou-se o composto, tendo-se obtido a porfirina 2.3 com um rendimento de 74%,

estando este valor de acordo com os dados reportados na literatura.'# 1617

S0,ClI

HS0,CI Clo,S

100 °C, 1 h 30 min

ClO,S
(2.2)

refluxo

100°C,12 h

HO,S
(2.3)

Esquema 2.2. Sintese de TDCPPSOsH (2.3).
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2.2. Sintese e caracterizagao do catalisador metaloporfirina

Tendo em consideragao que o objetivo deste trabalho se centra na degradacgao
de antibioticos via catalise oxidativa, é necessario realizar-se a complexagao da porfirina
2.3 com manganés (Il), por forma a obter-se a respetiva metaloporfirina. A complexagao
foi realizada de acordo com os procedimentos descritos na literatura® (Esquema 2.3).
Desta forma, para a obtencao da metaloporfirina desejada recorreu-se a uma reagao de
complexacao da porfirina 2.3. (0,12 mmol) com 6 equivalentes de acetato de manganés
() e 4 equivalentes de acetato de sddio, dissolvidos em 6 mL de acido acético. A mistura
foi colocada a 100 °C durante 1 h 30 min, tendo sido controlada por espectroscopia UV-
Vis. Apds o seu procedimento de purificacdo, obteve-se o CAT 1 com um rendimento de

86%, cuja caracteriza¢do estd de acordo com a literatura.

NaCOOCH;
HO;S
HO,S =\ + Mn(OAC), — CHsCOOH -
100 °C
SO;H 1 h 30 min
HO5S
(2.3) (CAT 1)

Esquema 2.3. Sintese de MnTDCPPSOsH (CAT 1).

A Figura 2.1 apresenta os espetros de UV-Visivel da porfirina 2.3 e a sua respetiva
metaloporfirina (CAT 1). No caso do espetro de 2.3 observa-se o espetro caracteristico
de uma porfirina de base livre, sendo que esta apresenta uma banda de elevada
intensidade a 413 nm correspondente a banda Soret. Apds a complexacdo com o sal de
manganeés (ll), observa-se o desvio batocromico da banda Soret passando a apresentar
um maximo de absor¢ao a 464 nm. Observa-se, também, no espetro de CAT 1 as bandas
de transferéncia de carga Metal-Ligando (do inglés, Metal to Ligand charge transfer -
MLCT) e transferéncia de carga Ligando-Metal (do inglés, Ligand to Metal charge
transfer - LMCT).
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1,0 —— TDCPPSO3H (2.3)
MnTDCPPSO3H (CAT 1)

0,8 4

0,6 4

0,4

Absorvéncia (u.a.)

0,2

0,0

T T T T T T 1
350 400 450 500 550 600 650 700
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Figura 2.1. Espetros normalizados de UV-Visivel registados em agua destilada de TDCPPSOsH (preto) e
CAT 1 (vermelho).

Desta forma, obteve-se uma metaloporfirina que ird ser aplicada em estudos
como catalisador homogéneo em reac¢des de degradacdo oxidativa de antibiéticos em

batch e fluxo continuo.

2.3. Preparagao e caracterizagdo da metaloporfirina
imobilizada num suporte inorganico

Tal como referido anteriormente, o objetivo deste trabalho centra-se na sintese
de um catalisador do tipo metaloporfirina, contudo, a utilizacdo de um catalisador
homogéneo aplicado a remediacdo ambiental apresenta algumas desvantagens
destacando a impossibilidade de recuperacdo e reutilizacdo do catalisador. Neste
sentido, a imobilizacdo da metaloporfirina CAT 1 num suporte inorganico torna-se um
ponto importante permitindo a realizacdo de estudos de degradacdo em meio
heterogéneo e a possivel reutilizacdo do catalisador. A imobilizacdo de metaloporfirinas
em materiais sdlidos permite conjugar a capacidade da formacdo de ROS que levam a

degradacdo de poluentes e a possivel reutilizacdo deste material organico-inorgénico.°
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Uma das abordagens para a imobilizacdo de porfirinas é a utilizacdo de silica gel
como suporte, uma vez que esta é considerada um soélido inorganico versatil, inerte e

estavel térmica e quimicamente em diferentes condi¢des.8

Desta forma, partindo da porfirina diclorada clorossulfonada 2.2, procedeu-se a
uma reacao de substituicdo nucleofilica utilizando silica funcionalizada com grupos 3-

aminopropilo (Esquema 2.4).

A sintese do catalisador hibrido teve como base o procedimento experimental
descrito na literatura.® Iniciou-se esta sintese pela realizacdo da clorossulfonacio de 2.1
(0,23 mmol), obtendo-se a porfirina 2.2 a qual, sem isolamento foi adicionada silica
funcionalizada com grupos 3-aminopropilo (3 g, 1 mmol de NH; por grama) e trietilamina
(42mL, 0,30 mol). A mistura reacional foi deixada sob agitacdo a temperatura ambiente
durante 24 horas. Apds as 24 horas de reacdo, procedeu-se a recuperacao e realizacdo
de sucessivas lavagens do material sélido resultante por centrifugacdo a fim de remover
quaisquer reagentes/solventes da mistura reacional, particularmente a porfirina 2.2 que

nao se ligou covalentemente a silica funcionalizada.

NH,

si'—o
HoaNTN__/ \S||
CI0,S NH,
Trietilamina, DCM
SOCl  950c,24h
cl
Clo,S
(2.2)
H,N
s
o
HNTN_

Esquema 2.4. Sintese de TDCPPSO@NHpropil-SiO2 (2.4).
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Finalmente, de forma a obter o catalisador heterogéneo desejado, procedeu-se
a complexacdo do material TDCPPSO;@NHpropil-SiO; (2.4) com um sal de manganés.
Num baldo de fundo redondo colocou-se 850 mg de 2.4, Mn(OAc). (260 mg, 1,8 mmol)
e 20 mL de solugao saturada de NaCH3zCOO em CH3COOH. A mistura foi colocada a 100
°C durante 24 h. Apds este tempo, a reacdo foi arrefecida até a temperatura ambiente
e procedeu-se a lavagem do material obtido com alcool isopropilico a fim de remover

quaisquer sais de manganés ainda presentes (Esquema 2.5).

SO,H

HO,S

DY

7°S0,H
Mn(OAC),
NaCOOCH,/CH;COOH
0,8 100°C, 24 h
\
Si
HoN 71\ H,N
k/Si\:bo c)00
e
OSsi
% 0 /\\"NHz
Sic (0}
HNN__J © Q. HNN\__/
NH, NH,
(2.4) (CAT 2)

Esquema 2.5. Sintese de MnTDCPPSO2@NHpropil-SiO2 (CAT 2).

Apds a secagem do material obtido, procedeu-se a aquisicdo do espetro UV-
Visivel de estado solido para o CAT 2. Na Figura 2.2 apresentam-se os dois espetros UV-
Vis, do CAT 2 em estado sélido e da metaloporfirina CAT 1 em solugdo, por forma a
comparar a absorcdo dos dois compostos e demostrar a presenca da metaloporfirina

CAT 1 na silica funcionalizada.
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1,2 4

MnTDCPPSO,@NHpropil-5i0, (CAT 2)
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Figura 2.2. Espetros normalizados de UV-Visivel de estado sélido e em solugdo de CAT 2 (preto) e CAT 1
(vermelho), respetivamente. O espetro de CAT 1 foi registado em 4gua destilada.

Comparando os espetros de UV-Visivel do catalisador hibrido CAT 2 com a
metaloporfirina CAT 1, observa-se um ligeiro deslocamento batocrémico na banda
Soret, com o deslocamento de 464 nm para 466 nm. No caso das bandas Q, estas
sofreram um maior deslocamento com a passagem de uma absorvancia maxima a 562
nm para 570 nm. No caso do espetro de metaloporfirina registado em solucdo é possivel
observar as bandas de transferéncia de carga Metal-Ligando (do inglés, Metal to Ligand
charge transfer - MLCT) e transferéncia de carga Ligando-Metal (do inglés, Ligand to

Metal charge transfer - LMCT).

O CAT 2 foi também caracterizado por analise termogravimétrica de forma a
qguantificar diretamente a metaloporfirina que se encontra covalentemente ligada a

silica funcionalizada (Figura 2.3).
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Figura 2.3. Termogramas de perda de massa (preto) e derivada da perda de massa (azul) em fungdo da
temperatura de a) CAT 2 e b) (CH2)3NH2-SiOa.

As andlises termogravimétricas foram todas realizadas num intervalo de
aquecimento de 35 °C a 900 °C com uma taxa de velocidade de aquecimento de 20
°C/min. Analisando o termograma obtido para CAT 2 (Figura 2.3a) observa-se uma perda
de massa, entre 35 °C e 120 °C que corresponde a perda de dgua. Com o aumento da
temperatura, observa-se uma perda de massa gradual através da existéncia de trés
passos de perda de massa, resultando numa perda de massa total de 15%. A curva da
derivada da massa revela dois primeiros passos de perda de massa, entre 130 °C e 450
°C, sendo estes atribuidos a degradacdo da parte organica associada a porfirina.
Observando o perfil do termograma de silica funcionalizada com grupos 3-aminopropil
(Figura 2.3b), observa-se uma perda de massa associada a degradacdo dos grupos
aminopropilsilicatos, entre 500 °C até 900 °C. Desta forma, a curva da derivada da massa
para CAT 2 apresenta uma perda de massa entre 500 °C até 900 °C, que se deve a
degradacdo dos grupos aminopropilsilicatos. Considerando a diferenca entre a perda de
massa de CAT 2 e da silica funcionalizada com grupos 3-aminopropilo obteve-se um
valor de 4%. Este valor corresponde a massa de porfirina covalentemente ligada ao
suporte inorganico. A partir deste valor percentual e da massa molecular da
componente orgéanica, foi determinada uma quantidade de 3,4x10 mol de porfirina
imobilizada por g de silica funcionalizada. Tendo em conta o processo sequencial de
clorossulfonagdo de 2.1 (2,3x10* mol) em 2.2. e sua respetiva imobilizacdo em 3 g de
silica funcionalizada, assume-se uma quantidade teédrica de 7,7x10°> mol por g de

suporte inorganico. Desta forma, o rendimento de imobilizacdo obtido foi de 44%.
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De forma a quantificar a quantidade de metaloporfirina ligada covalentemente
a silica, procedeu-se a analise por ICP-OES. Esta andlise direta revelou um valor de Mn
(Il1) de 1,7% (m/m), obtendo-se uma quantidade de 3,1x10° mol de metaloporfirina por
g de material. Este valor é muito semelhante ao valor obtido por termogravimetria,
sendo corroborado pela inexisténcia da banda Soret caracteristica da porfirina nao
metalada no espetro UV-Visivel de estado sélido. Portanto, obteve-se um rendimento

da reagdo de complexagdo de 84% o que se traduz numa quantidade de 3,1x10° mol de

metaloporfirina imobilizada por g de silica funcionalizada.

De forma a analisar a diferenca da morfologia entre a superficie de silica
funcionalizada e a superficie do CAT 2, procedeu-se a analise por microscopia eletrdnica
de varrimento (do inglés, Scanning electron microscope - SEM) de ambos os materiais.
Na Figura 2.4a observa-se que as particulas de silica apresentam tamanhos entre 40 e
60 um, sendo estes tamanhos confirmados pela companhia Sigma Aldrich a qual se
adquiriu o composto. No caso da Figura 2.4b do CAT 2 observa-se uma diminuicdo do
tamanho das particulas para tamanhos entre 5 e 35 um que podera estar associada a
fragmentacdo das particulas pelo processo de homogeneizacdo com recurso a

agitadores magnéticos durante a reacao de imobilizac3do.

P

: 7 b : &= s, 3 o
SEM HV: 5.0 kV 'WD: 10.13 mm VEGA3 TESCAN SEMHV:50kV | WD:10.09 mm VEGA3 TESCAN
View field: 923 pm Det: SE 200 ym View field: 923 pm Det: SE 200 pm
SEM MAG: 150 x VEGA3 SBH TAIL - University of Coimbra SEM MAG: 150 x VEGA3 SBH TAIL - University of Coimbra

Figura 2.4. Imagens obtidas por SEM de a) silica funcionalizada com grupos 3-aminopropilo (ampliagdo =
150x; zoom: ampliacdo = 500x) e b) catalisador MNnTDCPPSO2@NHpropil-SiO2 (ampliagdo = 150%; zoom:
ampliagdo = 5000x).

Em suma, neste capitulo foram desenvolvidas rotas sintéticas para a obtencao

de dois catalisadores metaloporfirinas, partindo de uma porfirina diclorada. O CAT 1,
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um catalisador solivel em meio aquoso que permite a realizacdo de reacdes em meio
homogéneo, e o CAT 2, um catalisador metaloporfirina imobilizado num suporte

inorganico o que possibilita a sua reutilizagao.

Os complexos metalicos obtidos foram avaliados como catalisadores em reagées
de degradacdo oxidativa de antibidticos em meio homogéneo e heterogéneo em batch
e fluxo continuo, estando os resultados obtidos descritos no Capitulo 3 desta

dissertacao.
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CAPITULO 3

Degradagdo oxidativa de antibioticos

3.1. Analise e sele¢ao do antibiodtico alvo

Tal como mencionado, a presenca de antibidticos nos ambientes aquaticos
acarreta inumeros problemas, sendo o principal a resisténcia antimicrobiana. Desta
forma, torna-se urgente desenvolver metodologias para a degradacao de antibidticos
presentes nas aguas residuais. O objetivo deste trabalho consiste no desenvolvimento

de uma abordagem possivel para a resolugdo deste problema.

Na literatura é referido que o trimetoprim (TMP) é um dos antibidticos mais
frequentemente detetados em aguas residuais municipais e rurais e aguas superficiais
com concentracdes entre 0,01 pg/L e 800 pg/L.> No caso de Portugal, estudos relatam o
aparecimento de TMP em rios com concentrac¢des entre 0,06 pg/L e 0,1 ug/L.%3 O TMP
é um antibidtico frequentemente utilizado no tratamento de varios tipos de infecdes
bacterianas como por exemplo, infecdes do trato urinario, bronquites, pneumonias e
otites.* > Apesar da sua importancia na medicina humana, o TMP é dos antibidticos mais
utilizados para fins veterinarios, nomeadamente na profilaxia de doencas bacterianas
mas também como medicamento administrado em racdes em doses elevadas para

promoc3o do crescimento animal.®

Sabendo que ha a possibilidade de existirem varios antibidticos frequentemente
detetados em efluentes hospitalares, estabeleceu-se um protocolo de colaboragdao com
o Instituto Portugués de Oncologia de Coimbra, no qual foi realizada uma colheita de
uma amostra de agua residual, em fevereiro de 2022. Esta amostra foi analisada por um

laboratério externo acreditado (ALS-Portugal)’ para determinacdo dos compostos

51



Capitulo 3 — Degradagdo oxidativa de antibioticos

farmacéuticos existentes por LCMS-DI (Anexo 1). Na Tabela 3.1, estdo presentes alguns

dos medicamentos encontrados nessa amostra de dgua residual hospitalar.

Tabela 3.1. Compostos farmacéuticos detetados por LCMS — DI presentes na amostra de agua residual
hospitalar.

Composto farmacéutico Concentragdo (ug/L)
lopromide 100
Hidroclorotiazida 0,074
Ciclobenzaprina 2,20
Anastrozol 0,542
Tramadol 1,44
Oxazepam 0,202
Furosemida 21,7
Carbamazepina 0,280
Valsartan 0,142
Paracetamol 4,81
Citalopram 0,397
Serytalina 0,046
Indometacina 0,012
Paclitaxel 0,364
Loperamida 0,012
Gabapentina 2,80
Trimetoprim 0,115

Através do relatdrio obtido constata-se que o trimetroprim (TMP) foi o Unico
antibiético detetado entre os diferentes compostos farmacéuticos presentes na
amostra, o que motivou a escolha deste antibidtico como sendo o alvo do estudo aqui
apresentado nesta dissertacdo. Nesta amostra de dgua residual, o TMP foi detetado com

uma concentracdo de 0,115 pg/L.

A utilizacdo de metaloporfirinas aplicadas a degradacdo de antibidticos tem sido
descrita como uma abordagem promissora na degradacdo destes farmacos, sendo que
no caso do TMP, estudos prévios realizados no grupo de Catalise e Quimica Fina do
Centro de Quimica de Coimbra descreveram a utilizacdo destes catalisadores na catdlise
oxidativa com H»0,.2 Deste modo, este trabalho pretende dar continuidade a esses

estudos de degradacdo de TMP na presenca de um catalisador reutilizavel, permitindo
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uma aproximacao efetiva ao mundo real, utilizando, para isso, processo em fluxo
continuo. Desta forma, tendo como base o sistema desenvolvido em condi¢des batch,
procedeu-se a uma transposicao seguida das necessarias otimizacdes para condicdes
em fluxo continuo. Esta abordagem tem como objetivo a utilizagdo de processos de fluxo
continuo na degradacao oxidativa de TMP, utilizando catalise heterogénea com uma
metaloporfirina imobilizada num suporte inorganico. Os resultados encontram-se em

detalhe nas sec¢des seguintes.

3.2. Degradacao oxidativa de Trimetoprim em condi¢oes
batch

Os estudos de degradagdao de TMP iniciaram-se com a utilizacao do catalisador
homogéneo CAT 1 e heterogéneo CAT 2 aplicado a degradacdo oxidativa de TMP, em
meio aquoso e condi¢des batch, seguindo a otimizacdo dos procedimentos descritos no
grupo de Catélise e Quimica Fina do Centro de Quimica de Coimbra.® Importa referir que
foram consideradas como condi¢cbes batch as que sdo utilizadas numa reacdo
convencional, na qual é usado um vaso reacional de vidro, onde o substrato/reagentes
sdo introduzidos na sua totalidade antes do inicio da rea¢do, num volume reacional
constante. Sendo assim, numa experiéncia tipo, adicionou-se 20 mL de uma solugao-
stock de TMP ([TMP] = 66,8 pg/mL, 2,3x10* M) e CAT 1 ou CAT 2 para uma relacdo
TMP:CAT 100:1. A mistura foi colocada em agitacdo a temperatura ambiente durante 15
min e deu-se inicio a reacdo com a adi¢do de 30uL de H202 (30% m/m) seguida de
adicOes sucessivas de 15 em 15 minutos até se atingir um volume total de 300 uL (2,6
mmol) (Esquema 3.1). Para proceder ao controlo da evolugdo da reagao, foram retiradas
aliguotas no tempo inicial, ou seja, antes da adicdo de H,0; e de 15 em 15 minutos,
imediatamente antes de cada adicao de H;0,. De forma a observar a influéncia de H;0;
na reacdo catalitica, realizou-se uma reacao de controlo utilizando a solucdo de stock de
TMP na auséncia de catalisador apenas com a adicdo sucessiva de H;0; seguindo o
protocolo descrito anteriormente. No final de cada reacdo realizou-se o quenching do
H.0; com a adicdo de bissulfito de sédio (NaHSO3) para impedir a evolucdo da reacao

apos a experiéncia.
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NH,
OCH
N ®  CAT10uCAT2
A P Produtos de oxidagio
H,N” N OCH,  TMP:CAT =100:1
H,0, (30%)

OCH;
H,0
T™P

Esquema 3.1. Degradacdo oxidativa de TMP em condi¢des batch com CAT 1 e CAT 2.

As percentagens de degradacao de TMP foram calculadas com recurso a uma
reta de calibracdo obtida por HPLC (detalhes no Capitulo 5 — Experimental, Secc¢do
5.2.XI). Através da reta de calibracao foi possivel efetuar o cdlculo da concentragdo de
TMP no tempo inicial (Co) e final da reagao (Cs), cuja degradagdo (%) foi calculada de

acordo com a Equagao 3.1.

C —
Degradacao (%) = OC—f %X 100
0

Equacgdo 3.1

Na Tabela 3.2 e Figura 3.1 estdo representados os valores de degradacdao em
percentagem e respetivos cromatogramas, obtidos para a degradacao oxidativa de TMP
em batch na presencga dos catalisadores CAT 1 e CAT 2.

Tabela 3.2. Degradagcdao de TMP obtida em condi¢des batch, usando H.0> como oxidante, em meio
aquoso.

Entrada? Catalisador® Degradagao (%)
1 CAT 1 (homogénea) 94
2 CAT 2 (heterogénea) 97
3 e 5

a) Adigdo 30 pL de H202 (30%) de 15 em 15 min até V(H202)wotal = 300 pL, temperatura ambiente; tempo
de reagdo = 150 min. ® TMP:CAT=100:1 mol:mol. 9 valores médios de rea¢des realizadas em triplicado.
Na degradacdo de TMP em batch obtiveram-se taxas de degradacdo de TMP
elevadas. Com a utilizacdo do CAT 1 observou-se uma degradacao de 94% (Tabela 3.2,
Entrada 1), enquanto com o CAT 2 (Tabela 3.2, Entrada 2) se observou um valor

degradacdo de 97%. Os valores obtidos estdo de acordo com os valores reportados na
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literatura.® Realizou-se, também, uma reac¢do na auséncia de catalisador, tendo-se
obtido uma degradagao de 5%, o que evidencia a elevada atividade dos catalisadores do

tipo Mn(lll)-Porfirina na ativagdo de H,0, para promover reagdes de catalise oxidativa.
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Figura 3.1. Cromatogramas obtidos por HPLC para as rea¢Oes de degrada¢do oxidativa de TMP na
presenca de H.02 como oxidante, em condig¢des batch: a) no tempo 0 min; b) apds 150 min de reagdo
homogénea utilizando CAT 1; c) apds 150 min de reagdo heterogénea utilizando CAT 2, d) reagdo
controlo, realizada na auséncia de catalisador.

Analisando o cromatograma, obtido por HPLC, para o tempo inicial das reacdes
(Figura 3.1a), observa-se apenas um pico com um tempo de retencdo de 18,1 min que
é atribuido ao TMP. Apds 150 min de reacdo, com a adicao de 300 pL de H;0;, na

presenca de CAT 1 (Figura 3.1b) observa-se a diminuicdo da area de TMP e a detecdo de
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novos picos, o que demostra a formacdo de produtos de degradacao durante a reacao
de oxidagao catalitica. O mesmo sucede quando a reac¢do é realizada na presencga de
CAT 2 (Figura 3.1c). No caso da reagdo de controlo, ou seja, na auséncia de catalisador
(Figura 3.1d) apenas se observa o pico de TMP. E de salientar que o pico que surge com
um tempo de retencdo de cerca de 1,7 min, e com uma intensidade relativa elevada,
corresponde ao NaHSOs utilizado como quencher (supressor) de H,0,, em todas as

reagoes.

Tendo em conta os resultados obtidos em condi¢cdes batch e encontrando-se
estes de acordo com a literatura,® estes catalisadores apresentam elevada atividade
oferecendo resultados promissores na degradacdo de TMP. Dessa forma, os estudos
prosseguiram com a implementacdo de um processo em sistema de fluxo continuo
aplicando estes catalisadores na degradacdo oxidativa do mesmo antibidtico alvo

também na presenca de H,0; como oxidante ndo poluente.

3.3. Degradacao oxidativa homogénea de TMP em fluxo
continuo

A otimizacdo das condicdes em fluxo continuo na degradacdo oxidativa de TMP
na presenca de H;0, foram iniciadas com os estudos das condicdes homogéneas em
meio aquoso, nas quais foi utilizado o catalisador CAT 1 (MnTDCPPSOsH) e uma solugdo-
stock [TMP] = 6,68 pug/mL, tendo em vista a aproximacdo as concentracGes de TMP em
aguas residuais. E de salientar que estes valores de concentracdes utilizadas sdo 10 x
inferiores aos usados em estudos realizados em batch. Para tal, foi necessario proceder-
se a otimizacao de certos parametros intrinsecos a quimica de fluxo, tais como o tempo
de residéncia e a razdo volumétrica das solucdes de entrada (solucdo de TMP + CAT 1 e
solugdo de H20;), como a concentragdo da solugdo de H,0; utilizada. Na Figura 3.2 esta
representado o equipamento de fluxo continuo utilizado na degradacdo oxidativa de

TMP em meio homogéneo.
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Solugdo A: TMP + CAT 1

Solugado B: H,0,

Reator tubular
10 mL

Figura 3.2. Equipamento de fluxo continuo Vapourtec® utilizado na degradagdo oxidativa de TMP em
meio homogéneo.

Tendo em conta os resultados obtidos para a degradacdo de TMP em batch ja
otimizados, de forma a transpor este sistema para um processo de fluxo continuo teve-
se em conta algumas consideracdes, nomeadamente, a concentracdo de H,O; a utilizar

(detalhes no Capitulo 5 — Experimental, Sec¢do 5.4.2).

Tendo como base as condi¢cGes de reacdo otimizadas para condi¢Bes batch e
atendendo as caracteristicas do equipamento de fluxo, foi utilizada uma concentragao
de H,02 de 3% (m/m), a ser bombeada a 0,150 mL/min e uma solu¢do de TMP (6,68
ug/mL) + CAT 1 com fluxo de 1 mL/min como as condigdes iniciais na qual foi iniciado

este estudo em fluxo continuo (Esquema 3.2).
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Reator tubular
10 mL

Solugdio A O— it

TMP+CAT 1 |

Produtos de oxidagao

SqugéoB@— .« T=25°C ,

-—— -
HZOZ

@ Bomba peristaltica

e Misturador

Esquema 3.2. Representagdo esquematica do sistema de fluxo continuo aplicado a degradagdo oxidativa
de TMP na presenca de CAT 1.

Tendo em conta a razao volumétrica entre os fluxos da solu¢ao A (TMP) e solugao

B (H202) é de 1:0,15, respetivamente, e com a utilizacdo de um reator tubular de 10 mL,

de acordo com a Equagao 3.2 é possivel calcular o tempo de residéncia. Desta forma,

com estes pardametros, obteve-se um tempo de residéncia de 8,7 min.

Volume do reator (mlL)
Fluxo total (mL/min)

Tempo de residéncia (min) =

Equacao 3.2

Desta forma, na degradacao oxidativa de TMP em meio homogéneo, preparou-
se uma solucdo A para TMP:CAT 1 = 100:1, contendo TMP (6,68 pg/mL, 2,3x10> M) e
CAT 1 (1,15x107 M). No caso da solucdo B, foram preparadas solucdes com diferentes
percentagens de H;0O, através da diluigdo de H;02 35%. As reagdes foram todas
realizadas a 25 °C. De forma a obter a amostra correspondente ao tempo inicial para
analise por HPLC, no inicio de cada reacdo foi retirada uma aliquota da solucdo de
trabalho e realizada a respetiva diluicdo face a razdo volumétrica em estudo (detalhes
no Capitulo 5 — Experimental, Seccdo 5.4.2). No final de cada reacdo, foi também
retirada uma aliquota do meio reacional e realizou-se o quenching do H,O; com NaHSOs.
As amostras de tempo inicial e final foram posteriormente analisadas por HPLC com o
objetivo de determinar a percentagem de degradacdo de TMP. Na Tabela 3.3

encontram-se os resultados de degradacdo de TMP obtidos em func¢do da razdo
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volumétrica entre a solucdo TMP+CAT 1 e solucdo H,O, e os diferentes tempos de

residéncia utilizados.

Tabela 3.3. Degradacdo de TMP obtida em fluxo continuo com CAT 1 em fungdo de diferentes razdes
volumétricas e tempos de residéncia.

gotiade H202(%) resi:ancFi): (?:in)a’ ('Rl':llzls’:g:':'u::‘:ztg:;’ PR
1 3 1:0,15 2
2 3 1:0,3 7
8,7
3 3 1:0,6 12
4 3 1:1,2 40
5 3 1:1,2 87
6 3 45,5 1:1,29 13
7 0,3 1:1,2 32

a) Volume reator 10 mL; Temperatura ambiente.  Solucdo A ([TMP] = 6,68 pg/mL); Solugdo B (H20>).
TMP:CAT 1 = 100:1 9 Valores médios de reacdes realizadas em triplicado. ¢ Auséncia de catalisador.

Tal como referido anteriormente, o estudo da degradacdo de TMP via fluxo
continuo foi iniciado com um tempo de residéncia de 8,7 min e uma razao volumétrica
entre os fluxos de 1:0,15 mL/min (TMP+CAT 1:H,0,). Contudo, nestas condi¢des ndo se
observou uma degradacao significativa de TMP (Tabela 3.3, Entrada 1) pelo que outras
razées volumétricas foram estudadas. Desta forma, procedeu-se a realizacdo de ensaios
experimentais utilizando razées volumétricas entre A:B de 1:0,3, 1:0,6 e 1:1,2,
respetivamente. Estes resultados demonstram uma dependéncia da degradacado face a
razao volumétrica utilizada, sendo que se atinge um valor de 40% de degradacdo para a
razao volumétrica entre as solugdes A e B de 1:1,2 (Tabela 3.3, Entrada 4). A utilizagao
de razdes volumétricas inferiores levam a obtencdo de percentagens de degradacdo
significativamente inferiores (Tabela 3.3, Entrada 1-3). Numa tentativa de aumentar a
percentagem de degradacdo de TMP, procedeu-se a realizacdo de uma experiéncia com
um tempo de residéncia maximo permitido para a razao volumétrica entre A:B de 1:1,2.
Desta forma, com o aumento do tempo de residéncia de 8,7 min para 45,5 min, obteve-

se um valor de degradacdo de TMP de 87% (Tabela 3.3, Entrada 5).
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De forma a observar a importancia do catalisador em estudo neste sistema,
realizou-se uma reag¢do de controlo utilizando as mesmas condi¢cdes onde se obteve
maior taxa de degradacdo (Tabela 3.3, Entrada 5). Verifica-se que, na auséncia de
catalisador, obteve-se apenas 13% de degradacdo de TMP (Tabela 3.3, Entrada 6), o que

evidencia a necessidade da utilizacdo do catalisador neste sistema.

Outro fator importante a ter em consideracdo é a percentagem de agente
oxidante utilizado. Desta forma, procedeu-se também a realizacdo de uma reacdo
utilizando uma solugdo de 0,3% de H,0; para observar a eficiéncia deste sistema na
presenca de uma menor percentagem de oxidante. Desta forma, nas melhores
condicOes obtidas para este sistema, ou seja, razao volumétrica entre Ae Bde 1:1,2 e
45,5 min de tempo de residéncia (Tabela 3.3, Entrada 7), observou-se uma degradacao
de apenas 32%. Este baixo valor obtido evidencia a importancia do agente oxidante
neste sistema pelo que baixas percentagens e razées volumétricas de H,O; resultam em

baixas percentagens de degradacdo de TMP.

Tendo como objetivo analisar a estabilidade do catalisador ao longo da reacgao,
todas as reagGes foram seguidas por espetroscopia UV-Visivel (Figura 3.3). A titulo de
exemplo, na amostra correspondente ao tempo inicial de reacdo para razdo volumétrica
entre Ae Bde 1:1,2, observa-se a presenca da banda Soret caracteristica de CAT 1 a 464
nm. Apds realizada a reacdo para a mesma razdo volumétrica com 45,5 minutos de
tempo de residéncia e H.0; 3% (Tabela 3.3, Entrada 5), observa-se um decréscimo
significativo da intensidade da banda Soret de CAT 1. Esta degradacdo pode estar
associada ao excesso de H,0; face ao catalisador que foi utilizado durante os ensaios
levando a degradacdo do catalisador ao longo da reacdo, tal como referido na

literatura.®

No caso da reagdo realizada na presenca de H.0, 0,3% com R, (TMP+CAT 1:H,0,)
=1:1,2 e 45,5 minutos de tempo de residéncia (Tabela 3.3, Entrada 7), observa-se que
com uma menor percentagem de H,0; ocorre menos degradacado do catalisador quando
comparado com as reagdes realizadas na presenca de 3% de H,0,. No entanto, obteve-

se apenas 32% de degradagao de TMP. Desta forma, conclui-se, que para reagdes com
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menor percentagem de oxidante, apesar de se obter uma menor degradacdo do

catalisador, obtém-se menor percentagens de degradagdo do antibiético.
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Figura 3.3. Espetros de UV-Vis registados em agua destilada da solucdo de tempo inicial (preto), a
solugdo do tempo final de reagdo com 3% H202 (vermelho) e a solugdo do tempo final de reagdo com
0,3% H20:2 (azul).

As reacOes realizadas em batch revelaram uma percentagem de degradacdo de
TMP mais elevadas do que as que foram efetuadas em sistema de catalise homogénea
em fluxo continuo. Contudo, é de referir que os valores de degradacdo obtidos em
condic¢Oes batch foram resultantes de 150 minutos, enquanto em fluxo continuo obteve-

se 87% de degradacdo em apenas 45 minutos.

No entanto, tal como referido anteriormente o objetivo deste trabalho centra-
se essencialmente no desenvolvimento de catalisadores heterogéneos para aplicacdo
em sistemas de fluxo continuo (simulacdo de sistemas reais de tratamento de efluentes
hospitalares). Desta forma, os estudos prosseguiram com a avaliacdo de catalisadores
heterogéneos em sistemas de fluxo continuo, tendo em conta o estudo efetuado em

meio homogéneo, como base de trabalho.
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3.4. Degradacao oxidativa heterogénea de TMP em fluxo
continuo

Como j& mencionado anteriormente, a recuperacao e reutilizacdo de um
catalisador é bastante importante ndo sé do ponto de vista econémico, mas também
ambiental. Desta forma, a catdlise heterogénea apresenta uma aproximagao mais
sustentavel quando comparado com a catélise em meio homogéneo.'® ! Nas reacdes
realizadas em batch a recuperacao do catalisador heterogéneo centra-se, geralmente,
no uso de processos fisicos para a recolha do catalisador, incluindo a decantacao,
precipitacdo ou centrifugacdo. No caso dos equipamentos de fluxo continuo, estes
permitem o empacotamento do catalisador num reator em coluna permitindo a
passagem dos reagentes pelo catalisador, facilitando a sua reutilizacdo e evitando
potencial lixiviacdo. Este é o pressuposto para a uma aproximag¢do ao mundo real, no
qual o catalisador heterogéneo desenvolvido (CAT 2) é incorporado num reator tubular
fixo, promovendo a passagem de solucdes contendo os poluentes, nomeadamente o
antibiético em estudo, o TMP, juntamente com o oxidante ndao poluente, o H;0,,
evitando assim a necessidade de recuperacdo e reativacdo do catalisador, bem como a

sua eventual perda por lixiviagao.

Desta forma, procedeu-se a avaliagao do catalisador MnTDCPPSO,@NHpropil-
SiO2 (CAT 2) na reacdo de degradacdao de TMP em fluxo continuo utilizando um reator
em coluna para a incorporacao do catalisador no sistema. Apds os processos de sintese
de CAT 2 e sua respetiva caracterizacdo, obteve-se 3,1x10° mol de metaloporfirina
imobilizada por g de material. Portanto, com o empacotamento da coluna com 1,5 g de
CAT 2 obteve-se 4,7x10° mol de catalisador ativo presente na coluna preparada. O
espaco intersticial (volume morto) foi obtido através da diferenca de massa entre a
coluna seca e a coluna compactada com agua, obtendo-se uma diferenca de 2,2 g. A
agua foi escolhida como solvente no procedimento de compactacdao, uma vez que seria
0 meio reacional utilizado nas reacdes de degradacdo. Desta forma, considerando a
densidade da agua (p = 1 g/mL, T = 25 °C), o volume de reator obtido foi de 2,2 mL. Na
Figura 3.4 esta representado o equipamento de fluxo continuo utilizado na degradacdo

oxidativa de TMP em meio heterogéneo.
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Solugdo A: TMP Solugdo B: H,0,

Reator em coluna
(CAT 2)

Figura 3.4. a) Equipamento de fluxo continuo Vapourtec® utilizado na degradagdo oxidativa de TMP em
meio heterogéneo; b) Reator em coluna contendo o catalisador MNTDCPPSO2@NHpropil-SiO2 (CAT 2).

Desta forma, na degradacdo oxidativa de TMP em meio heterogéneo, comecou
por se preparar uma solucido A de TMP (6,68 pg/mL, 2,3x10> M). No caso da soluc3o B,
foram preparadas solu¢des com diferentes percentagens de H,0; através da diluicdo de
H202 35%. As reagdes foram todas realizadas a temperatura ambiente. No inicio cada
reacao retirou-se uma aliquota da solucdo de TMP e realizando a respetiva diluicdo face
a razdo volumétrica em estudo, que neste caso manteve-se constante (Ry(A:B)=1:1,2),
obteve-se a amostra correspondente ao tempo inicial (detalhes no Capitulo 5 —
Experimental, Seccdo 5.4.2). No final de cada ensaio, foi retirado uma aliquota do
volume recolhido e realizou-se o quenching do H,O, com NaHSOs. Estas amostras foram

analisadas por HPLC para determinacdo da percentagem de degradacao de TMP.

No Esquema 3.3 estda presente uma ilustracdo esquemadtica da reacdo de

degradagao de TMP na presenca de CAT 2 e H,0, como agente oxidativo.
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Reator coluna
Solugao A @— 22 mlL

(
I CAT 2 : Produtos de oxidagao

I T=25°C I
SqugEoB@— N —

H,0,

@ Bomba peristaltica

e Misturador

Esquema 3.3. Representacdo esquematica do sistema de fluxo continuo aplicado a degradagdo oxidativa
de TMP na presenca de CAT 2.

A degradagao do TMP foi calculada de acordo com a Equagao 3.1. e os resultados

estdo representados na Tabela 3.4.

Tabela 3.4. Degradagdo de TMP obtida em fluxo continuo com CAT 2 na presenca de diferentes
percentagens de H20., diferentes tempos de residéncia (tr) e diferentes concentragées de TMP iniciais.

Entrada H20: (%) t- (min)? [TMP] (pg/mL) Degradagio (%)
1 3 10 6,68 96
2 0,3 10 6,68 97
3 0,3 5 6,68 90
4 0,3 10 66,8 96

a) \/olume reator 2,2 mL; Ry (A:B) = 1:1,2; Temperatura ambiente. ® Valores médios de rea¢des realizadas
em triplicado.

Na otimizacdo das condicdes em meio homogéneo observou-se que a utilizagdo
de uma razdo volumétrica de 1:1,2 conduziu a maiores percentagens de degradacdo do
gue anteriormente descrito em fase homogénea. Estes resultados podem ser
interpretados com base na maior estabilidade do catalisador imobilizado. Portanto, os
estudos em meio heterogéneo foram realizados com esta razdo volumétrica, na
presenca de diferentes concentracdes da solucdo de H,02,3% e 0,3% com um tempo de
residéncia de 10 min a 25 °C. Desta forma, para a reagao realizada na presenca de com
3% H,0; obteve-se uma degradacdo de 96% (Tabela 3.4, Entrada 1). No caso da reacao
com 0,3% H,0;, a degradacdo de TMP obtida foi de 97% (Tabela 3.4, Entrada 2). Face a
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este resultado e de forma a minimizar a degradacdo do catalisador com a utilizacao

excessiva de H20,, os estudos seguintes foram realizados com apenas 0,3% H0..

Na reacdo de degradacdo de TMP em fluxo continuo, o tempo de residéncia é
um fator que pode influenciar a degradagao. Na reagcdao com um tempo de residéncia de
10 minutos, a degradacdo de TMP foi de 97%, enquanto a reacdo realizada com metade
do tempo de residéncia a degradacdo de TMP diminuiu, obtendo-se uma taxa de
degradacao de 90% (Tabela 3.4, Entrada 3). Tal como observado na degradacao de TMP
em meio homogéneo, o tempo de residéncia é um fator crucial neste sistema, uma vez
que é necessario a coordenacdo de H.O; ao metal que estd presente no centro da
metaloporfirina para formar as espécies oxo responsaveis pela degradacdo do

antibidtico.

Realizou-se ainda a medicdo do pH da solucdo inicial e final e verificou-se que a
solucdo inicial de TMP apresentava um valor de pH de 7,4 enquanto a solugdo final
apresentava um valor de pH de 5,3, um valor expectdvel, dado o facto de esta reacdo
ser conduzida em agua destilada. A libertacao de protdes para a dgua durante a reagao
de oxidagdo vai provocando um aumento da acidez do meio levando a diminuicdo do

pH, como verificado anteriormente em outros trabalhos.® 12

Na Figura 3.5 estdo representados os cromatogramas das reagdes enunciadas na
Tabela 3.4. Analisando o cromatograma obtido por HPLC para o tempo inicial das
reacOes (Figura 3.5a), observa-se a presenca do pico caracteristico do TMP com um
tempo de retencdo de 17,99 min. Observando os cromatogramas das reacoes realizadas
com 3% de H,0; (Figura 3.5b) e 0,3% de H,0, (Figura 3.5c) observa-se semelhancas
entre estes, nomeadamente a diminuicdo da area e intensidade do pico do TMP e o
aparecimento de picos de degradacdo. Muitos destes picos de degradacdo nao sao
possiveis de integrar devido a baixa concentracdo de TMP inicial utilizada nas reac¢des o
gue levara a formacdo de produtos de degradacao ndo detetaveis pelo equipamento. O
mesmo acontece ao analisar o cromatograma da reacao realizada com um tempo de

residéncia de 5 min (Figura 3.5d). Tal como observado nos cromatogramas obtidos para
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as reacoes realizadas em batch, o pico com um tempo de retencdo de aproximadamente

1,7 min e com uma intensidade relativa elevada corresponde ao NaHSOs.
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Figura 3.5. Cromatogramas obtidos por HPLC para as rea¢bes de degradac¢do oxidativa
heterogénea de TMP na presenca de CAT 2 em fluxo continuo com Ry(A:B) = 1:1,2: a) no tempo 0 min;
b) apds reagdo usando H2023% e tempo de residéncia 10 min; c) apds reagdo usando H2020,3% e tempo
de residéncia 10 min; d) apds reagdo usando H2020,3% e tempo de residéncia 5 min.

De forma a testar este sistema em condicOes extremas de concentracdo de
antibidtico, procedeu-se a realizacdo de uma reacdo de degradacdao de TMP com
concentragdo inicial 10 vezes superior (66,8 pug/mL) nas condi¢cdes otimizadas descritas

na Tabela 3.4, Entrada 2. Nesta reacdo, obteve-se também uma degrada¢do de TMP de

96% (Tabela 3.4, Entrada 4). Estes resultados sdo semelhantes aos obtidos na Tabela
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3.4, Entrada 2 pelo que se verifica que o sistema em estudo é robusto e valido para

varias concentracdes de TMP iniciais.

Analisando os cromatogramas obtidos por HPLC, no tempo inicial de reacdo
observa-se apenas o pico caracteristico do TMP com um tempo de reten¢do de 18,1 min
(Figura 3.6a). Apds a reagdo com 10 minutos de tempo de residéncia e uma razdo
volumétrica entre TMP (66,8 pg/mL) e H,02 (0,3%) de 1:1,2, respetivamente, observa-
se o pico de TMP com uma intensidade relativa muito menor e o aparecimento de novos
picos caracteristicos de produtos de degradacdo (Figura 3.6b). Comparando o
cromatograma da Figura 3.6b com o cromatograma obtido para as reacdes realizadas
em batch, observa-se o aparecimento de alguns picos de produtos de degradag¢ao com

0s mesmos tempos de retengao.
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Figura 3.6. Cromatogramas obtidos por HPLC para as rea¢Oes de degradagdo oxidativa de TMP na
presenca de CAT 2 em fluxo continuo, usando H202 0,3% com Ry(A:B) = 1:1,2: a) no tempo 0 min; b)
apods reagdo com tempo de residéncia 10 min.

O desenvolvimento de processos em fluxo continuo aplicados a remediacao
ambiental, nomeadamente na degradacao de farmacos, é crucial e a sua importancia
tem sido bastante discutida ao longo desta dissertacdo. Contudo, para uma possivel
aplicacdo num sistema real, um processo de fluxo continuo tem de manter uma

eficiéncia continua ao longo do tempo. Desta forma, tendo em conta este objetivo,
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procedeu-se a utilizacdo do sistema mencionado anteriormente aplicado a degradacao
de TMP, no qual a concentragdo inicial de TMP é 66,8 ug/mL em modo continuo durante
8 horas para observar a sua eficiéncia. Inicialmente, foram retiradas amostras de 5 em
5 minutos até se atingir o steady-state da reagao aos 40 min e, posteriormente foram
recolhidas amostras de 1 em 1 hora de forma monitorizar a percentagem de degradacao

obtida ao longo do tempo (Figura 3.7).
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Figura 3.7. Gréfico da degradagdo de TMP (%) obtida por HPLC em fung¢do do tempo de reagdo, em
minutos. Condigdes: Solugdo A ([TMP] = 66,8 ug/mL); Solucdo B (H2020,3%); Rv(A:B)=1:1,2; Volume
reator 2,2 mL; Fluxo (A) = 0,100 mL/min; Fluxo (B) = 0,120 mL/min; Temperatura ambiente.

Analisando a percentagem de degradacdo de TMP ao longo do tempo de reacao
em modo continuo, observa-se que quando se atinge o steady-state aos 40 min e nas 3
primeiras horas de reacdo, a degradacdo de TMP situa-se acima dos 93%. O catalisador
vai sofrendo uma ligeira perda de atividade, sendo que se registou 86% de degradagao
de TMP ao fim de 8 horas, desde o inicio do steady-state. Esta diminuicdo da taxa de
degradacdao de TMP ao longo do tempo poderd estar associada ao aparecimento de
algumas bolhas de ar observadas na coluna, principalmente entre o vidro da coluna e o
catalisador empacotado. Desta forma, os reagentes atravessariam mais facilmente o

reator passando entre o vidro da coluna e o catalisador e ndo pelo interior do catalisador
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empacotado, o que poderda levar a diminuicdo da drea de contacto, podendo

eventualmente justificar a diminui¢ao da degradacgao, ainda que ligeiramente.

Procedeu-se, ainda a andlise por HPLC de uma amostra da solugao final do
processo em continuo ao longo das 8 horas de trabalho constante, pelo que se observou
91% de degradacdo de TMP. Verificou-se que, apds este tempo de trabalho, o
catalisador manteve-se estavel, quer por ICP-OES (analise do catalisador heterogéneo),
que indicou a presenga da mesma quantidade de Mn, quer por espetroscopia UV-Visivel
(da solucdo apds a reacdo), que indicou ndo existir vestigios de porfirina em solucdo

(detalhes no Capitulo 5 — Experimental, Sec¢do 5.4.2).
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CAPITULO 4

Conclusdo

O aumento do consumo de antibiéticos na medicina humana e veterinaria tem
estado associado a detecdo de quantidades significativas destes farmacos em efluentes
aquaticos. Com esta presenca prolongada dos antibidticos no meio ambiente, tem-se
observado uma resisténcia adquirida pelas bactérias a determinados antibidticos. Face
a esta problematica, o objetivo deste trabalho centrou-se no desenvolvimento de
catalisadores do tipo metaloporfirinas para aplicacdo na degradacdo oxidativa de
antibioticos na presenca de H,0, como oxidante ndo poluente em meio aquoso. Tendo
em vista a aproximagao ao mundo real, nomeadamente no tratamento de daguas
residuais hospitalares, pretendeu-se utilizar processos em fluxo continuo na presenca
de um catalisador heterogéneo como uma abordagem mais focada e passivel,

idealmente, de ser aplicada no tratamento de efluentes hospitalares.

Inicialmente, foram desenvolvidos dois catalisadores para aplicacdo na
degradacdo de antibiéticos em sistemas batch e em fluxo continuo. A sintese de uma
porfirina com grupos halogenados em posi¢des orto, dos grupos meso-arilo, seguida da
sua clorossulfonacdo, hidrdlise e respetiva complexacdo com um sal de manganés,
permitiu a obtencdo de uma metaloporfirina de manganés(lll), soldvel em meio aquoso
e passivel de ser utilizada com catalisador em meio homogéneo, sendo necessaria para
um estudo completo da reacdo de catdlise oxidativa. Naturalmente, e tendo em conta a
necessidade de desenvolver catalisadores que permitam a sua recuperagdo e
reutilizacdo, procedeu-se a sintese da mesma porfirina meso-substituida com grupos
clorossulfénicos, seguida da promoc¢dao de uma reagdo nucleofilica com silica
funcionalizada com grupos 3-aminopropilo, com vista a sua imobilizacao covalente. Esta
reacao teve como base alguns trabalhos ja realizados no Grupo de Catalise e Quimica

Fina do Centro de Quimica de Coimbra nesta drea. O catalisador heterogéneo obtido foi

71



Capitulo 4 — Conclusdo

caracterizado através de diferentes técnicas. Através de espectroscopia UV-Visivel de
estado sélido foi possivel observar a presenca da banda Soret a 466 nm, caracteristica
da metaloporfirina em estudo. Procedeu-se, também, a andlise termogravimétrica para
a determinacado da quantidade de parte organica imobilizada no suporte inorganico
(3,4x10 mol de parte organica/g de silica funcionalizada) e a anélise ICP-OES para a
determinacdo da quantidade de metal presente no material sélido (3,1x10° mol de
metaloporfirina/g de catalisador sdlido). Os catalisadores, baseados em
metaloporfirinas de manganés(lll) sintetizadas neste Capitulo 2, foram avaliados em
reacOes de degradacdo oxidativa de antibidticos em batch e fluxo continuo, na presenca

de H,0, como oxidante ndo poluente.

No Capitulo 3 foram aplicados os catalisadores previamente sintetizados em
reacOes de degradacdo oxidativa de antibidticos em batch e fluxo continuo. As reagées
realizadas em batch revelaram taxas de degradacdo elevadas (96% e 97%) para a
degradacdao de TMP em meio homogéneo e heterogéneo na presen¢a de H.0, como
agente oxidante. Testou-se também a relevancia do catalisador na reacdo, pelo que se
observou que na auséncia deste a reacao de degrada¢ao ndo ocorria, o que demostra a
sua importancia neste sistema. Para uma aproximacdo a um mundo real,
nomeadamente no tratamento de aguas residuais hospitalares, procedeu-se a uma
transposicao das condi¢des otimizadas em batch para um sistema de fluxo continuo.
Inicialmente, efetuaram-se algumas otimizacdes em meio homogéneo, como a razido
volumétrica entre a solu¢ao de TMP e H;0,, tempo de residéncia e concentracao de

H,0; inicial.

Observou-se uma dependéncia da percentagem de degradacdo de TMP obtida
face a estes parametros, sendo que valores de razdes volumétricas, tempos de
residéncia e concentracao de H,0, mais elevados traduziam-se em taxas de degradacdo
mais elevadas. Obteve-se um maximo de degradagdo (87%) para 45,5 minutos de tempo
de residéncia, razao volumétrica mais elevada e concentra¢do de H,0, 3%. Tendo como
base estes resultados, procedeu-se ao estudo da reacao de degradacao de TMP na
presenca do catalisador heterogéneo. Os resultados obtidos revelaram taxas de

degradagao de 97%, sendo estes valores semelhantes aos obtidos em batch. Contudo,
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foram realizadas com tempos de reacdo de 10 minutos, ou seja, muito inferiores as
reacgOes realizadas em batch. Devido a necessidade de avaliar a estabilidade e eficiéncia
do catalisador ao longo do tempo para a possivel aplicacdo ao mundo real no tratamento
de efluentes hospitalares, realizaram-se adicionalmente experiéncias em fluxo continuo
durante 8 horas. Observou-se que ao fim dessas 8 horas de trabalho em processo
continuo, a percentagem de degradacdao manteve-se em valores superiores a 87%. Apds
a reacgao realizada de forma continua durante 8 horas, através de espetroscopia UV-

Visivel e ICP-OES, verificou-se que ndo ocorreu lixiviagcdo do catalisador heterogéneo.

Face aos resultados e conclusdes descritas nesta dissertacdo, este sistema
desenvolvido apresenta elevado potencial para aplicacdo em degradacao de antibioticos
presentes em dguas residuais. Realca-se, também, a inexisténcia de qualquer estudo na
literatura que refira o uso de metaloporfirinas como catalisadores aplicados a
degradacdo oxidativa de antibidticos em fluxo continuo, pelo que este estudo pioneiro
nesta drea apresenta elevada relevancia. Contudo, por uma questao temporal, ndo foi
possivel a realizacdo de mais experiéncias para uma melhor compreensao deste sistema.
Deste modo, como perspetivas futuras, existe a necessidade de se proceder a
identificacdo dos produtos de oxidacdo obtidos, bem como a realizacdo de testes
bioldgicos para investigar a existéncia ou ndao de resisténcia antimicrobiana associada
aos produtos de degradacao obtidos. Outro estudo com importante relevancia neste
tipo de sistemas de degradacdo é a quantidade de carbono obtida no final da reacao,

pelo que o pinaculo desejado é a conversao total em CO; e H,0.

Com o objetivo da implementacdo deste sistema a um mundo real, o passo
fulcral envolverda a aplicacdo deste sistema desenvolvido na amostra de agua residual
hospitalar recolhida nas instalacdes do Instituto Portugués de Oncologia de Coimbra.
Com esta investigacdo e desenvolvimento pretende-se assim produzir simultaneamente
conhecimento fundamental, bem como conhecimento aplicativo, contribuindo para
uma solucdo para o aumento significativo de antibidticos detetados em efluentes,
principalmente em efluentes hospitalares, e consequentemente, ter um papel ativo no
combate a resisténcia antimicrobiana, que constitui uma das maiores ameacas a saude

publica.

73






CAPITULO 5

Experimental

Neste capitulo é fornecida toda a informacao relativa aos reagentes, solventes,
técnicas e instrumentacgdo utilizadas no decorrer deste trabalho, bem como como os
procedimentos de sintese, reacdes de catdlise e a caracterizacdo dos compostos

quimicos sintetizados.

5.1. Reagentes e solventes

Os reagentes e os solventes utilizados foram adquiridos a Sigma-Aldrich, TCI, Alfa
Aesar, Fluorochem ou Acros Organics. Os reagentes foram utilizados como fornecidos
sem a necessidade de purificacdo adicional. Todos os solventes usados no decorrer
deste trabalho foram purificados e/ou secos seguindo os métodos referidos na

literatura.?

5.2. Técnicas e instrumentagao
I. Cromatografia de camada fina

O controlo da evolugdo das reagdes quimicas foi efetuado por cromatografia em
camada fina (TLC). Foram utilizadas placas ALUGRAM® Xtra SIL G da Machery-Nagel com
revelacdo UVzs4. A composicado eluente utilizada variou tendo em conta a polaridade dos

compostos em analise.
Il. Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

Os espectros de ressondncia magnética nuclear de protdo (RMN H) e flior (RMN

BF) foram obtidos num espectrometro Bruker Avance 400MHz e 376MHz do

75



Capitulo 5 - Experimental

Departamento de Quimica da Faculdade de Ciéncias da Universidade de Coimbra,
respetivamente. Os desvios quimicos (8) apresentados sdo expressos em partes por
milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento (J) em hertz (Hz). O padrdo interno
utilizado para o RMN *H foi o sinal do solvente residual. Os dados apresentados
encontram-se indicados pela seguinte ordem: nucleo (frequéncia do aparelho,
solvente): (6, ppm): desvio quimico (multiplicidade do sinal, intensidade relativa (nH,

sendo n o numero de protdes).
lll. Espectroscopia de absorgao UV-vis

Os espectros de UV-Vis foram adquiridos num espectrofotémetro Scimadzu 2100
utilizando uma célula de quartzo Hellma Analytics com um comprimento 6tico de 10

mm. A determinagao dos coeficientes de absortividade molar no comprimento de onda
de absorcdo maxima (Eimax) foi realizada aplicando a lei de Beer-Lambert. Esta lei

estabelece uma proporcionalidade direta entre a absorvancia de uma amostra (A) e a
sua concentracdo (c), absortividade molar (€) e comprimento 6tico (I) de acordo com a

Equacao 5.1.

A=c¢cl
Equacao 5.1

Para cada determinacdo, preparou-se duas solugdes entre 1 e 2 mg de amostra
no respetivo solvente, destas solugdes, foram obtidas por diluicdo 6-7 solugdes de
trabalho por diluicdo, com concentracdes na ordem dos 10> a 10°® M. Para cada
determinacdo do coeficiente de absortividade molar, procedeu-se a realizacdo de 3
ensaios, sendo que o valor reportado corresponde a média dos valores de coeficiente

de absortividade molar obtidos de cada ensaio.
IV. Espetroscopia de absor¢ao UV-vis estado sdlido

Os espectros de absorcao de UV-Visivel de estado sdlido foram registados
através do modo scattering por um espectrofotometro Cary 5000 DRA. Utilizou-se

Politetrafluoretileno (PTFE) como referéncia para a correcdao do background e com
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bloqueio do feixe de forma a obter a linha de base com 100% e 0% de transmitancia,

respetivamente.
V. Espectrometria de massa

Os espetros de massa foram obtidos por ionizagdo eletrospray (ESI) foram
realizados num espectrometro Bruker Microtofn (Unidade de Massas e Protedmica,

Universidade de Santiago de Compostela, Espanha).
VI. Termogravimetria (TG)

As anadlises termogravimétricas foram realizadas num aparelho TG-DSC Perkin-
Elmer, modelo STA6000. A analise dos compostos em estudo foi realizada com recurso
a cadinhos de alumina utilizando um intervalo de temperatura entre 30 °C e 900 °C com
velocidade de agquecimento de 20 °C/min e com um fluxo de azoto de 20 mL/min

(Departamento de Fisica, Universidade de Coimbra).
VIl. Microscopia eletrénica de varrimento (SEM)

As andlises SEM foram realizadas num FESEM Zeiss—GEMINI |l operado a uma
tensdo de aceleragdo de 2 kV, com recurso a um detetor de eletrdes secundarios. As
amostras analisadas por SEM foram cobertas com uma camada monomérica de ouro

por deposicado fisica de vapor (do inglés, Physical vapor deposition - PVD).

VIIl. Espectrometria de emissao otica com plasma acoplado

indutivamente (ICP-OES)

As amostras analisadas por ICP — OES foram realizadas num espectrémetro Joben

Yvon Activa M (Universidade de Aveiro).
IX. Centrifugadora

Os processos de centrifugacao foram realizados numa centrifugadora Centromix-

BLT (Departamento de Quimica, Universidade de Coimbra).
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X. Equipamento de fluxo continuo

As reacbes em fluxo continuo foram realizadas num equipamento easy-
MedChem Vapourtec® E-Series equipado com 3 bombas peristalticas Vapourtec® V-3.
Nos estudos realizados em meio homogéneo foi utilizado um reator tubular de
capacidade de 10 mL Vapourtec®, nos estudos em meio heterogéneo, foi utilizado um
reator de coluna ajustavel de 6,6 mm de didmetro interno e 100 mm de cumprimento

Omnifit® contendo o catalisador CAT 2.
XI. Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC)

As andlises por cromatografia liquida de alta performance foram realizadas num
equipamento Agilent modelo G1315D com um detetor matriz de diodos e injetor
automatico. Utilizou-se uma coluna empacotada de fase reversa (Agilent® Poroshell 4
pum C18 120 A, 4,6 x 150 mm). Os comprimentos de onda de aquisi¢do do detetor DAD
foram fixos a 254,4 nm, 270,2 nm, 210,8 nm, 230,3 nm, 280,2 hm, 220,8 nm e 310,2 nm.

De forma a calcular a percentagem de degradacao do TMP para cada reacgao,
procedeu-se a realizacao de uma reta de calibragdo para concentracdes de TMP contidas
entre 0,1 ug/mL a 100 pg/mL (9 pontos). A Equagdo 5.2 apresenta a reta de calibragdo

obtida para a média de 3 inje¢des de cada amostra com diferentes concentragdes.
A(TMP) =1,0 x 107 - [TMP] + 12,353

Equacao 5.2

A concentracdo de TMP no tempo inicial e final apds os ensaios experimentais
foram calculadas por andlise HPLC e seguindo a Equag¢ao 5.2 e a degradacdo (%) foi

calculada de acordo com a Equagdo 5.3.

CO _Cf

X 100
Co

Degradacio (%) =

Equagdo 5.3

Todas as analises de HPLC foram efetuadas de acordo com o seguinte método:
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0 > 95
15 20 30
30 20 30

Fluxo: 1,000 mL/min, modo gradiente, temperatura do forno coluna: 30 °C

5.3. Sintese dos compostos e procedimentos referentes ao
Capitulo 2

Nesta secc¢ao, sdo descritos os procedimentos utilizados e a caracterizagao dos

compostos referentes ao Capitulo 2.

5.3.1. Sintese do catalisador homogéneo (CAT 1)

O catalisador CAT1 foi preparado através de uma rota sintética iniciada com a
preparacao de TDCPP 2.1, seguida da sua reacao de clorossulfonacdo de forma ao obter
2.2 e hidrélise 2.3. Por fim, procedeu-se a reacdao de complexacdo com acetato de
manganés (ll) tendo se obtido 5,10,15,20-tetraquis(2,6-dicloro-3(5)-sulfofenil)porfirina
de manganés (lll) (CAT 1).

5,10,15,20-tetra(2,6-diclorofenil)porfirina (TDCPP, 2.1)

A porfirina 2.1 foi sintetizada de acordo com os métodos reportados na
literatura.” 3 Num baldo de fundo redondo de 2 L colocou-se 650 mL de acido acético e
325 mL de nitrobenzeno, 30 g de NaY e 2,6-diclorobenzaldeido (10,73 mg, 60 mmol),
tendo-se deixado a mistura aquecer até os 140 °C. Seguidamente adicionou-se pirrole
(4,2 mL, 60 mmol), gota a gota. Apds a adicdo de pirrole, a mistura reacional
permaneceu em agitacdao magnética a 140 °C durante 2 horas. Apds este tempo, o NaY
foi removido por filtracdo e lavado com 100 mL de THF. Ao filtrado foi adicionado 200
mL de MeOH e o baldo de fundo redondo foi colocado num banho de gelo. Apés a
formacdo de um precipitado procedeu-se a sua filtracdo com auxilio de MeOH de forma
a isolar o composto pretendido. Obteve-se a porfirina 2.1 (TDCPP) com um rendimento

de 4%, estando este valor e a sua respetiva caracterizagdo de acordo com a literatura.*

5
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RMN H (400 MHz, CDCls): 8, ppm: 8,65 (s, 8H, B-H);
7,83-7,61 (m, 12H, Ar-H); -2,58 (s, 2H, NH).

UV-Vis Aabs, nm (£ (M2 cm™)) (CH,Cl,): 417 (3,4x10°),
512 (2,2x10%), 588 (6,9x103), 657 (6,2x103).

5,10,15,20-tetra(2,6-dicloro-3(5)-clorossulfofenil)porfirina (TDCPPSO.CI, 2.2)

A porfirina 2.2 foi sintetizada de
acordo com os métodos reportados na
literatura.* Num baldo de fundo redondo
de 200 mL colocou-se TDCPP 2.1 (201 mg,
0,23 mmol) dissolvida em 13 mL de &acido

clorossulfdnico. A reacao foi deixada em

refluxo durante 1 h 30 min a 100 °C. Apds

CIO,S

TDCPPSO,CI arrefecimento, adicionou-se 200 mL de

(2.2)

cloroférmio ao crude de reacgao.

Seguidamente, procedeu-se a uma extracdo continua com agua, sob agitacdo, até a
neutralizacdo do acido. A fase organica foi lavada com hidrogenocarbonato de sédio e
procedeu-se uma extracdo com diclorometano e brine. Posteriormente, foi adicionado
agente secante para remocao de vestigios de agua. O composto 2.2 ndo foi isolado,

tendo-se prosseguido para a sua respetiva hidrdlise.
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5,10,15,20-tetra(2,6-dicloro-3(5)-sulfofenil)porfirina (TDCPPSOsH, 2.3)

HO,S

TDCPPSO;H
(2.3)

A sintese de 2.3 foi realizada de
acordo com os métodos descritos na
literatura.* A solugao obtida
anteriormente de 2.2 foi suspensa em 100
mL de dgua e deixada em refluxo durante
24 ha 100 °C. Apds este tempo, evaporou-
se a agua, isolando-se o composto,
obtendo-se TDCPPSOsH (2.3) com um
rendimento de 92%. O rendimento obtido

estd de acordo com a literatura.* %7

Acetato de 5,10,15,20-tetraquis(2,6-dicloro-3(5)-sulfofenil)porfirina de manganés (1)

(CAT 1)

A sintese do CAT 1 foi realizada de acordo com os procedimentos descritos na

literatura.® Num bal3o de fundo redondo de 50 mL, colocou-se 2.2 (150 mg, 0,12 mmol),

6 equivalentes de acetato de manganés (ll) (125 mg, 0,72 mmol) e 4 equivalente de

acetado de sddio (39,4 mg, 0,48 mmol) numa minima quantidade de acido acético glacial

(~*6 mL). A mistura foi deixada em refluxo durante 1 h 30 min a 100 °C. Apds o

arrefecimento, foi adicionado acetato de etilo (250 mL) para promover a precipitacdo

da porfirina metalada. A mistura foi filtrada a vacuo e o sdlido obtido foi lavado com

alcool isopropilico para remoc¢do da porfirina de base livre. O composto isolado foi

obtido com um rendimento de 86%.4
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UV-Vis Aabs, nm (log € (M* cm'?)) (H20): =
464 (6,7x10%), 516 (2,2x103), 562 (6,6x103).
HRMS (ESI-TOF): m/z obtido 1262,6796
[M+H]*; calculado para

[Ca6H23CIsMnN40O10S4]: 1321,6923.

HO,S

MnTDCPPSO,H
(CAT 1)

5.3.2. Sintese do catalisador heterogéneo (CAT 2)

O catalisador heterogéneo CAT2 foi preparado através da clorossulfonacdo de
TDCPP 2.1, obtendo-se 2.2, seguida da sua respetiva imobilizacdo em silica
funcionalizada com grupos 3-aminopropilo. Por fim, procedeu-se a reac¢ao de
complexacdo com acetato de manganés (ll) tendo-se obtido MnTDCPPSO,@NHpropil-
SiO2 (CAT 2).
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TDCPPSO;@NHpropil-SiO> (2.4)

SO;H

NH,
TDCPPSO,@NHpropil-SiO,
(2.4)

A preparagao de
TDCPPSO,@NHpropil-SiO, (2.4) foi
baseada em procedimentos descritos
na literatura.® Iniciou-se pela
clorossulfonacdo de 2.1, obtendo-se
2.2 e, sem o seu isolamento,
procedeu-se a adicdo de 3 g silica
funcionalizada com grupos 3-
aminopropilo (0,30 mmol NH2/g) e 42
mL de trietilamina (0,30 mol).
Colocou-se a reacdo em agitacdo a
temperatura ambiente durante 24 h
em atmosfera inerte. Apds o tempo
de reacgdo, procedeu-se a lavagem do

material resultante por centrifugacao

(4000 rpm). O material foi lavado 3 vez com agua destilada, 4 vezes com etanol, 2 vezes

com ACN e 2 vezes com acetona.
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MnTDCPPSO.@NHpropil-SiO; (CAT 2)

A
\
H,N Si
. Oo\
S|‘~00 (o] 8
°Si
o) o /\\‘NHZ
0
Si<0 ?
HoNTN\__J 8
NH,
MnTDCPPSO,@NHpropil-SiO,
(CAT 2)

A complexag¢do de 2.4 para a
obtencdo de CAT 2 foi realizada
tendo em conta procedimentos
descritos na literatura.® ® Num baldo
de fundo redondo de 50 mL colocou-
se 850 mg de 2.4, 20 equivalentes de
Mn(OAC), (260 mg, 1,8 mmol) e 20
mL de solugdo saturada de
NaCHsCOO em CH3COOH. A mistura
foi colocada em refluxo, sob agitacao
magnética durante 24 h a 100 °C.
Procedeu-se a lavagem do material
obtido com alcool isopropilico a fim
de remover quais quer sais ainda
presentes. O composto obtido (CAT

2) foi caracterizado por UV-Visivel de

estado sdlido, termogravimetria e

microscopia eletrénica de varrimento, estado esta caracterizacdo concordante com a

literatura.®

5.4. Procedimentos referentes ao Capitulo 3

Nesta seccdo, sao descritos os procedimentos referentes ao Capitulo 3.

5.4.1. Degradacao de TMP em condi¢Oes batch

Numa experiéncia tipica de degradacdo de TMP em condicbes batch, colocou-se

20 mL de solugdo-stock de TMP de concentracdo 66,8 ug/mL num baldo de fundo

redondo de 50 mL coberto com papel de aluminio. Seguidamente, dependendo da

reagdo realizada em meio homogéneo ou heterogéneo e para uma razao TMP:CAT 1-2

=100:1, adicionou-se 40 pL de uma solu¢do-stock de CAT 1 (1,15x103 M) ou 1,52 mg de
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CAT 2, respetivamente. A mistura foi deixada em agitacdo durante 15 min e, apds este
tempo, retirou-se uma aliquota correspondente ao tempo inicial e comegou-se a
adicionar 30 pL de H207 (30% m/m) de 15 em 15 minutos até perfazer um volume total
de H;0, de 300 pL, sendo retirada uma aliquota antes de cada adi¢ao de H,0; para
posterior andlise por HPLC. No final de cada reac¢do adicionou-se 700 puL de NaHSOs

como quenching do H;0,.

5.4.2. Degradacao de TMP em fluxo continuo

A transposicdo para o sistema em fluxo continuo foi realizada tendo em conta
as condicoes otimizadas em batch. Neste caso, a razdao de volumes entre a solucdo de
TMP (20 mL, [TMP] = 66,8 pug/mL) e o volume total adicionado de H.0; 30% (m/m) (0,3
mL) é a mesma de 66,7. Desta forma, transpondo para um sistema fluxo e mantendo
como referéncia um fluxo constante de 1 mL/min para a solucdo de TMP, seria
necessario utilizar um fluxo de 0,015 mL/min para uma solugdo de H20; 30% (m/m).
Contudo, o equipamento de fluxo continuo nao permite a utilizagao de fluxos inferiores
a 0,100 mL/min. Tendo em conta esta caracteristica do equipamento, com a utilizagdo
de um fluxo 10 vezes superior a 0,015 mL/min, utiliza-se uma solug¢do de H,0; 10 vezes

mais diluida com o objetivo de manter as condi¢des semelhantes as utilizadas em batch.
Meio homogéneo

A degradacdo oxidativa de TMP em fluxo continuo em meio homogéneo foi
realizada utilizando um reator tubular de 10 mL. Para tal, preparou-se uma solucdo de
trabalho contendo TMP (6,68 pg/mL) e CAT 1 numa razdo molar de 100:1. Num baldo
de diluicdo de 250 mL adicionou-se 50 pL de CAT 1 de uma solugdo-stock (1,15x103 M),
perfazendo-se o restante volume com TMP de uma solugdo-stock de concentracao 6,68
ug/mL. Preparou-se, também, uma soluc¢do de 50 mL de 3% ou 0,3% H,0, com a adi¢do
de 4,29 mL e 0,43 mL de H,0, 35%, respetivamente, tendo sido o restante volume
perfazido com agua destilada. De forma a promover a degradacdo eficiente do TMP
foram otimizados os parametros de concentragao da solugdo de H,0;, razdo volumétrica

solucdo TMP/solucdo de H,0; e tempo de residéncia.
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De forma a obter-se uma amostra do tempo inicial para posterior analise por
HPLC, para cada reagao realizada foi retirada uma aliquota da solugdo de trabalho (ST)
e realizada a respetiva diluicdo face a razao volumétrica (Ry) em estudo com a adicdo de
agua destilada. As amostras de tempo inicial foram, entdo, preparadas da seguinte
forma:

e Ry (TMP+CAT 1:H,02) = 1:0,15: 1 mL ST + 0,15 mL H,0
e Ry(TMP+CAT 1:H;02) = 1:0,3: 1 mL ST + 0,30 mL H,0
e Ry (TMP+CAT 1:H,02) = 1:0,6: 1 mL ST + 0,60 mL H20
e Ry (TMP+CAT 1:H,02) = 1:1,2: 0,5 mL ST + 0,60 mL H,0

Para cada reacdo realizada, foi recolhida uma aliquota da mistura reacional apds
se atingir o steady-state da reagao, sendo realizado, de seguida, o quenching de H,0;

com 300 pL de NaHSO; e a posterior analise por HPLC.

Meio heterogéneo

Antes de iniciar os estudos de degradacao de TMP em meio heterogéneo foi
necessario preparar o reator de coluna contendo o catalisador CAT 2. Desta forma, uma
coluna ajustavel da omnifit® (150 mm x 6,6 mm di), foi carregada com 1,5 g de CAT 2
(4,7x10 mol de catalisador ativo). Seguidamente, colocou-se o reator no equipamento
de fluxo continuo e, utilizado dgua destilada em fluxo inverso, procedeu-se ao
empacotamento do catalisador e a remocdo do ar contido no interior da coluna. Apds o
procedimento de empacotamento, a coluna foi novamente pesada e através da
diferenca direta o peso da coluna molhada e seca, determinou-se o peso do solvente
presente na coluna. Com o valor da densidade do solvente, foi possivel determinar que
o reator em coluna apresenta um volume morto de 2,2 mL, sendo este valor utilizado

para o calculo do tempo de residéncia.

Numa experiéncia tipica de degradacdo oxidativa de TMP em fluxo continuo em
meio heterogéneo, utilizou-se uma solugdo-stock de TMP de concentragdo 6,68 pg/mL
ou 66,8 ug/mL e preparou-se uma solucdo de 50 mL de 3% e 0,3% H.0, com a adi¢do de
4,29 mLe 0,43 mLde H,0; 35%, respetivamente, tendo sido o restante volume perfazido

com agua destilada.
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Desenvolvimento de processos cataliticos oxidativos em quimica de fluxo continuo para degradagdo de farmacos

De forma a promover a degradacdo eficiente do TMP foram otimizados os
parametros de tempo de residéncia, concentragao da solu¢ao de TMP e concentragao
da solucdo de H,0,. Para cada reacao realizada, foi recolhida uma aliquota da mistura
reacional apds se atingir o steady-state da reacdo, sendo realizado de seguida o

quenching de H;0; com 300 pL de NaHSO; e a posterior analise por HPLC.

No ensaio realizado com operagdo continua de 8 horas, foram recolhidas
aliquotas da solucdo resultante do processo de degradacdo, antes de se atingir o steady-
state, de 5 em 5 minutos entre os 10 min e os 40 min de processamento. Apds a marca
dos 40 minutos de processamento, o steady-state foi atingido e as amostras passaram
a ser recolhidas de 1 em 1 hora. Para cada amostra foi realizando o seu quenching e
posterior andlise por HPLC como descrito anteriormente. De forma a avaliar a
estabilidade do catalisador, a solucdo de trabalho apds a reagao foi analisada por UV-
Visivel, tendo-se observado a inexisténcia da banda Soret caracteristica da porfirina e/ou

da sua respetiva metaloporfirina (Figura 5.1), concluindo-se que ndo ocorreu lixiviagdo.

1,04

Solugdo de trabalho apés a reagéo'

0,8 -

0,6

Absorvancia

0,4 -

0,2

0,0 +

T T T T T T T T T T T T T T 1
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Comprimento de onda (nm)

Figura 5.1. Espetro normalizado de UV-Visivel da solu¢do de trabalho final apds 8 horas de operagao
continua.
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Capitulo 5 - Experimental
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Anexo 1

ALS LIFE SCIENCES PORTUGAL, S.A.
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Data Emisséo: 17-03-2022

o Ali .
N.° de Analfse. QH/4199/22 Exmols) Sr(s):
Data Colneita: p Universidade de Coimbra
Data Recegéo: 25-02-2022 e
Data IniciogEnsaiO' 26-02-2022 Rua Larga, R/Ch Esq. do Edificio FMUC
Data Fim Ensaio: 17-03-2022 C°'Tbra b
Cadigo Cliente: 4417 3004-504 Coimbra
Unidade: Universidade de Coimbra
Identificagao da Amostra: 64185/ 22
Produto: Efluent
Acondicionamento: frasco
A colheita de amostra nao foi efectuada pelo laboratério.
Laboratério Externo
Ensaio/Método Resultado U Unidade
(a) Compostos farmacéuticos por
LCMS -D
CZ_SOP_D06_03_201.A (US EPA 1694)
Sulfametoxazol <0.010 (LQ) ug/L
Buprenorfina <0.010 (LQ) ug/L
lopromide 707 30.0% ug/L
lomeprol <0.030 (LQ) ug/L
Hidroclorotiazida 0.074 30.0% pa/L
Enalapril <0.010 (LQ) ug/L
Ciclobenzaprina 2.20 30.0% pa/L
Capecitabina <0.010 (LQ) ug/L
Butorfanol <0.010(LQ) pg/L
Azatioprina <0.010 (LQ) ug/L
Anastrozol 0.542 30.0% pg/L
Zolpidem <0.010 (LQ) pg/L
Metronidazol <0.010 (LQ) pg/L
Tramadol 1.44 30.0% pg/L
Oxazepam 0.202 30.0% ug/L
Salbutamol <0.010 (LQ) ug/L
Piroxicam <0.010 (LQ) ug/L
Micofenolato de mofetil <0.010 (LQ) pa/L
Metoprolol <0.010 (LQ) ug/L
Cetoprofeno <0.010 (LQ) ug/L
lopamidol <0.030 (LQ) ug/L
lohexol <0.030 (LQ) ug/L
Furosemida 21.7 40.0% ug/L
Diclofenaco <0.010 (LQ) ug/L
Carbamazepina 0.280 35.0% pa/L
Cafeina 111 40.0% ug/L
Valsartan 0.142 30.0% pg/L
Naproxeno <0.010 (LQ) ug/L
Thebain <0.010 (LQ) ug/L
Paracetamol (acetaminofeno)  4.81 30.0% pg/L
Flutamida <0.010 (LQ) ug/L
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Técnica Superior de Laboratério
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Unidade: Universidade de Coimbra

64185/ 22

Produto: Efluente

Acondicionamento: frasco
A colheita de amostra nao foi efectuada pelo laboratério.

Ensaio/Método Resultado u Unidade

Ciprofloxacina <0.030 (LQ) Mg/l

Acido clofibrico <0.010 (LQ) pg/L

Citalopram 0.397 30.0% Hg/L

Sertraline 0.046 30.0% ug/L

Indomethacin 0.012 30.0% pg/L

Paclitaxel 0.364 35.0% Hg/lL

Fluoxetine <0.010 (LQ) Hg/L

Diazepam <0.010 (LQ) wg/L

Loperamida 0.012 35.0% Mg/l

Ifosfamida <0.010 (LQ) Hg/L

Gabapentin 2.80 30.0% Hg/lL

Chloramphenicol <0.010 (LQ) Hg/L

Lincomycin <0.010 (LQ) pg/L

Gemfibrozil <0.020 (LQ) pg/L

Sulfamethazine <0.010 (LQ) Mg/l

Ciclofosfamida <0.010 (LQ) ug/lL

Atenolol <0.010 (LQ) ug/L

Varfarina <0.010 (LQ) Hg/lL

Trimetoprim 0.115 30.0% wg/L

Terbutalina <0.010 (LQ) Hg/L

Sotalol <0.010 (LQ) pa/L

Propranolol <0.010 (LQ) pa/L

Bezafibrate <0.010 (LQ) Hg/lL
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Data Emissao: 17-03-2022

N.° de Anélise: QH /4199/ 22 Exmo(s) St(s):
Data Colhefta: = Universidade de Coimbra
Data Recegao: 25-02-2022 .
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Data Fim Ensaio: 17-03-2022 .
Cédigo Cliente: 4417 3004-504 Coimbra

Unidade: Universidade de Coimbra
Identificagdo da Amostra: 64185/ 22

Produto: Efluente
Acondicionamento: frasco
A colheita de amostra nao foi efectuada pelo laboratério.

Notas
Lista de abreviaturas: NE- Nimero estimado; UFC- Unidades formadoras de colénias; LQ — Limite de quantificagao; LD — limite de detecgao; V.L. -
Valor Limite; V.R. — Valor Recomendado; VP - Valor Paramétrico; C - Conforme; A - Aceitavel; NC - Nao Conforme; Unid. - Unidade; DO - Densidade
optica; Av. C. - Avaliagao de Conformidade; NMP- Nimero Mais Provavel; PFC - Propésito de Formagao de Colénias; U — Incerteza expandida.

O ensaio assinalado com (s) foi contratado e ndo é acreditado.

O ensaio assinalado com (a) foi contratado e é acreditado.

Nos resultados assinalados com (k) os microrganismos estao presentes, mas inferiores a 3xdiluigdo (quando aplicavel).
Nos resultados assinalados com (y) os microrganismos estdo presentes, mas inferiores a 4xdiluigdo.

Para os ensaios assinalados por técnicas de calculo a metodologia seguida pode ser disponibilizada a pedido.

Os dados a sublinhado e italico foram fornecidos pelo cliente e ndo sao da responsabilidade do laboratdrio.
Este Relatério de Ensaio refere-se apenas as amostras analisadas.
Proibida a reprodugéo parcial deste documento.

Os resultados deste relatério de ensaio aplicam-se a amostra conforme rececionada.

Incerteza “U" - corresponde a incerteza expandida calculada com um fator de expansao k=2, correspondendo a um nivel de confianga
aproximadamente igual a 95%. As incertezas apresentadas em % encontram-se em valor relativo e as restantes em valor absoluto.

A incerteza do ensaio nao inclui incerteza da colheita. A combinagao da incerteza da colheita (quando apresentada) e do ensaio pode ser obtida
através da féormula 1 (Ucombinada expressa em %) quando a incerteza do ensaio se encontra apresentada em valor relativo ou através da férmula
2 (Ucombinada expressa em %) quando a incerteza do ensaio se encontra apresentada em valor absoluto. Para colheitas efetuadas segundo a ISO
5667-5:2006 e IGL 16 a incerteza combinada (colheita e ensaio) para o ensaio pH é de 0.27 unidades de pH.

Microbiologia de Alimentos: A incerteza reportada foi estimada de acordo com a ISO19036:2019 e considerada igual ao desvio padrao da
reprodutibilidade intralaboratorial e apresenta-se sob a forma de intervalo e com o valor de U em % (quando aplicavel).

Microbiologia de Aguas: A incerteza reportada foi estimada de acordo com a 1S029201:2012 e apresenta-se sob a forma de intervalo e com o valor
de U em % (quando aplicavel).

Microbiologia de Atividades médicas, Produtos farmacéuticos, Téxteis e acessorios de vestuario, Antissépticos, Desinfetantes, Saboes, Detergentes
e Cosmeéticos: A incerteza reportada foi estimada de acordo com a ISO 19036:2019 e considerada igual ao desvio padrao da reprodutibilidade
intralaboratorial e apresenta-se sob a forma de intervalo.

Ucombinada (%) = J(Um:hlita_rcfanm)- + (Usnssto rotartva) Férmula 1
Usompinada () = (Uealhnm relativa ): * (U'_W& x 100)- Férmula 2
4 o resultado_ensaio
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