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RESUMO

Atualmente, um dos tépicos mais relevantes da Quimica Ambiental é a qualidade da agua. A preocupacao
com micropoluentes, presentes no meio ambiente em concentragdes de pg L™ a ng L™, tem aumentado
recentemente. O objetivo deste trabalho foi estudar a degradacdo do antibidtico norfloxacina, uma
fluoroquinolona, pelo acoplamento do Processo Ferro Zero, com nanoparticulas de ferro metalico ou 1a de aco
comercial, ao Processo Fenton. Teve-se como metas a avaliacdo da ecotoxicidade (Lactuca sativa) e da
atividade antimicrobiana (Escherichia coli). Os experimentos de degradacdo foram realizados via
planejamento fatorial 22 com a finalidade de se determinar os efeitos dos parAmetros reacionais (pH e vazao)
sobre o desempenho do Processo Ferro Zero. As particulas de Fe® sintetizadas foram nanométricas (< 100
nm), verificou-se a sua morfologia esférica e constatou-se a presenca de Fe®, 6xidos de ferro e hidréxidos de
ferro. No Processo Ferro Zero, a concentracéo inicial da norfloxacina foi de 1 mg L™, e ap6s 15 min de
tratamento, obteve-se uma remocéo de 68,9 + 2,2% ou 67,2 £ 2,0%, quando se utilizaram as nanoparticulas de
ferro metalico ou I& de aco comercial, respectivamente. Ambos 0s processos ndo geraram ecotoxicidade ao
organismo-teste (Lactuva sativa). Entretanto, as nanoparticulas de ferro metalico foram mais eficientes na
remocdo da atividade antimicrobiana (Escherichia coli) e produziram menores concentracfes de ferro
dissolvido ao final do tratamento. As eficiéncias das nanoparticulas de ferro metalico e da 18 de aco comercial,
na remocdo da norfloxacina, foram bastante semelhantes. No entanto, a 1a de ago comercial tem um custo
menor que o das nanoparticulas de ferro metalico. A Unica vantagem das nanoparticulas de ferro metalico é
um potencial aparentemente maior de remocéo de atividade antimicrobiana no Processo Ferro Zero.

PALAVRAS-CHAVE: Nanoparticulas, Norfloxacina, Ferro Zero, Fenton, Ecotoxicidade, Atividade
antimicrobiana.

INTRODUCAO

Nos Ultimos 20 anos, varios estudos relataram a presenca de novos compostos chamados de "poluentes
emergentes”, em aguas residuarias e ambientes aquéaticos [1]. A United States Environmental Protection
Agency define poluentes emergentes como sendo novos produtos quimicos cujo descarte ainda ndo esta
legislado e que possuem efeitos desconhecidos sobre 0 meio ambiente e a saide humana [2].
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A ocorréncia de farmacos em ambientes aquaticos comegou a ser observada na década de 70, quando uma
pesquisa relatou a presenca de acido clofibrico, metabdlito dos antilipémicos clofibrato e etofibrato, na faixa
de concentragdo de pg L™ em efluentes de estacBes de tratamento de esgoto (ETE) na cidade de Kansas, nos
Estados Unidos [3]. Desde entdo, uma grande quantidade de trabalhos relata a presenca de farmacos em
diversos ambiente aquaticos, em vérias partes do mundo [4-8]. No Brasil, um dos primeiros trabalhos
publicados sobre a ocorréncia de farmacos em ambientes aquaticos é o de Stumpf et al. (1999) que detectou a
presenca de ibuprofeno, diclofenaco, &cido acetilsalicilico etc. em efluentes de ETE na cidade do Rio de
Janeiro [9].

As fluoroquinolonas surgiram na década de 80 com o acréscimo de um atomo de flGor no anel quinolénico do
acido nalidixico, tornando-se quinolonas de segunda geracdo [10]. Este agente antimicrobiano possui uma
6tima farmacocinética, com boa biodisponibilidade oral. As fluoroquinolonas atuam por inibicdo da DNA-
girase bacteriana, complexo enzimatico que participa do processo de replicacdo do DNA bacteriano e da
topoisomerase tipo 1V do DNA bacteriano [11]. Dentre as fluoroquinolonas, a norfloxacina (NOR) é a que
apresenta farmacocinética menos favoravel, sendo que apenas 30% a 40% da dose administrada sdo
absorvidos por via oral. A NOR sofre metabolismo hepético e excrecéo renal [11].

A NOR ja foi encontrada em diversos ambientes aquaticos, como em rios [12], efluentes hospitalares e lagoas
de cultura de camares [13-14].

A utilizagdo dos Processos Oxidativos Avangados (POA), os quais utilizam fortes agentes oxidantes (Os,
H,0,) e/ou catalisadores (Fe, TiO,), para a degradacdo/remocao de substancias organicas em aguas vem sendo
estudada e aprimorada nos ultimos anos, sendo uma alternativa financeiramente viavel e que pode ser
combinada com os tratamentos convencionais ja aplicados [15].

O processo que utiliza particulas de ferro metalico (Fe®) vem sendo estudado desde a década de 70, porém
somente a partir da década de 90 os estudos sobre a remediagdo de poluentes organicos via oxidagdo do ferro
metalico se tornaram expressivos [16-17]. O uso de nanoparticulas de ferro metalico para o tratamento de
dguas e efluentes é recente, como o estudo da remogao dos antibidticos amoxicilina [18], metronidazol [19],
ciprofloxacina [20], etc.

Neste estudo a sintese das nanoparticulas de ferro metalico (NPFe®) foi realizada por um método bottom-up,
onde sais de Fe?* (ou Fe®*") sdo reduzidos com borohidreto de sédio. Essa sintese é relativamente simples,
utiliza-se dois reagentes comuns e ndo hd a necessidade de nenhuma instrumentacdo ou equipamento
sofisticado [21].

A ld de aco comercial é uma liga com baixo teor de carbono, composta basicamente de ferro metalico (~ 98%),
como se pode constatar por caracterizagGes ja relatadas na literatura [22].

A corrosdo do Fe” é um processo eletroguimico (semi-reacio anddica), sendo que a reagéo catédica dependera
da reatividade das espécies aceptoras de elétrons presentes no meio. Quando o Fe® é oxidado em meio aquoso
an6xico, os aceptores de elétrons sdo os fons H* e 4gua; assim, além da geracdo dos fons Fe*, ha a formacéo
das espécies reduzidas H, e OH™, de acordo com as Equacdes 1 e 2 [23].

Fe’+ 2 H" - Fe?* + H, (1)
Fe’ + 2 H,0 — Fe** + H, + 2 OH™ (2)

Em condigdes Oxicas, o oxigénio sera o aceptor de elétrons, havendo somente a formagdo de hidroxila, como
mostra a Equacdo 3.

2Fe’+ 0, +2Hy,0 > 2 Fe** + 4 OH™ (3)
A oxidacdo do Fe® pode ainda formar peréxido de hidrogénio (Equacéo 4).
FeO + 02 +2 H+ - FCZ+ + HzOz (4)

Os fons Fe** podem ser oxidados a Fe**, como demonstra a Equacéo 5.
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4Fe*” +4H +0, - 4Fe* + 2 H,0 (5)

O Fe* pode reagir com a hidroxila, ou com a agua, para formar hidréxidos e/ou oxi-hidroxidos de ferro, de
acordo com as Equagdes 6-7. O hidroxido de ferro também pode ser desidratado e formar 6xidos.

Fe** + 3 OH™ — Fe(OH); (6)
Fe®* + 2 H,0 — FeOOH + 3 H' (7)

As espécies geradas nas equacfes 3-7 podem reagir com compostos organicos e oxida-los ou reduzi-los,
conforme o meio reacional. Quando o Fe® gera Fe®* efou Fe*" juntamente com a formag&o ou na presenca de
per6xido de hidrogénio, as NPFe® participam do Processo Fenton.

O processo Fenton ocorre espontaneamente na presenca de fons ferrosos (Fe*") e peréxido de hidrogénio
(H,0,) gerando o radical hidroxila (*OH) [24], de acordo com a Equacéo 8:

Fe?" + H,0, — Fe® + *OH + OH™ k=76L mol*s™ (8)
Os radicais hidroxila podem também oxidar os fons ferrosos (Fe*") gerando fons férrico (Fe**) (Equagéo 9):
Fe?" + *OH — Fe* + OH- k=32x10°L mol™s™ )

Os ions ferrosos em solucdo aquosa (e na auséncia de outros ligantes) estdo na forma de aguocomplexas,
porém para simplificar as equacfes, as moléculas d’agua coordenadas foram omitidas. Os ions férrico
formados podem decompor cataliticamente o H,0, a H,O e O,, dependendo do pH, e formar ions ferrosos e
radicais [24].

A maxima eficiéncia da reacdo de Fenton ocorre em valores acidos de pH, onde a decomposi¢do do peroxido
de hidrogénio é eficaz e gera maior quantidade do radical hidroxila. Em pH > 3 comecam a precipitar
lentamente oxi-hidréxidos de ferro(111) amorfos, gerando turbidez e/ou uma cor levemente amarelo-alaranjada.
Os ions ferrosos também tendem a coprecipitar com os oxi-hidroxidos férricos. Por outro lado, em valores de
pH abaixo de 2,5 ha o sequestro dos radicais hidroxila pelo H*. Assim, a melhor faixa de pH para a reagio de
Fenton é entre os valores de pH 2,5 e 3 [24].

Assim, esta pesquisa propde o acoplamento do processo Ferro Zero com o processo Fenton, utilizando-se
nanoparticulas de ferro metélico ou Id de aco comercial para a degradagéo do antibiético norfloxacina.

MATERIAIS E METODOS

A sintese das nanoparticulas de ferro metalico foi realizada pela reacdo de reducdo do sulfato ferroso
heptahidratado (FeSO,.7H,0) pelo borohidreto de sédio (NaBH,4) [21], como mostrado na Equagdo 10. Usou-
se areia durante a sintese como material de suporte.

2Fe” +BH; +2H,0 > 2Fe’+BO, +4H"+2H, (10)
As NPFe® foram filtradas, lavadas duas vezes com etanol e armazenadas em dessecador sob vacuo.

A 13 de aco comercial foi colocada em uma solucdo 10% de H,SO, por 1 min e depois enxaguada 3 vezes com
agua destilada antes de ser colocada no reator (ativagéo).

As degradac6es da NOR foram realizadas em um sistema continuo ilustrado na Figura 1. As diferentes fontes
de Fe? foram colocadas em um reator de vidro de leito fixo. Em seguida, em outro reator de vidro, realizou-se
a adicéo controlada de peréxido de hidrogénio (5 mmol L™) com a ajuda de uma bomba peristéltica Ismatec®,
modelo IPC (vazdo de 10 mL min™). A concentracdo utilizada no vaso de mistura foi de 1 mmol L™,
aproveitando-se o Fe?* gerado na oxidagdo do Fe° para realizar o processo Fenton e aumentar a eficiéncia de
degradacdo da NOR (Figura 2).
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Figura 1: Representacéo do sistema reacional.

0] 0]

n

OH

IS

H3C

Figura 2: Estrutura molecular do antibiético estudado (norfloxacina).

A degradacdo da NOR, tanto com as NPFe® quanto com a la de aco comercial, foi realizada segundo um
planejamento fatorial 22 em duplicata (software Statistica® 11.0). Dois fatores, pH (3 e 5) e vaz&o (20 e 40 mL
min™?), foram estudados.

A concentragdo da NOR foi monitorada por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, utilizando-se um
cromatografo da séria 20A da Shimadzu acoplado com um Espectrdmetro de Massas com sistema hibrido
quadrupolo, modelo Microtof-QIl (Bruker Daltonics), uma coluna Zorbax 5 C-18, fase reversa (250 x 4,60
mm) (Agilent) mantida a 40°C. A fase mdvel utilizada foi composta de acetonitrila:dgua (12:88 em volume),
ambas acidificadas com 0,1% de &cido formico. O cromatdgrafo foi operado em modo isocratico, com uma
vazdo de 1,0 mL min™. O espectrdmetro de massas foi operado em modo de ionizacéo electrospray positivo.

A quantificacdo da concentracdo do ferro dissolvido foi realizada pelo método da o-fenantrolina, com leitura
em um espectrofotdmetro Cary Win UV Scan Aplication, da marca Varian, em 511 nm [25].

O teste de ecotoxicidade foi realizado para se observar a possivel geragdo ou diminuicdo de compostos toxicos
durante a degradacédo. Estas analises foram realizadas utilizando-se sementes de Lactuva sativa. As sementes
foram lavadas com uma solucdo 0,1% em massa, de hipoclorito de sédio por 20 min e em seguida enxaguadas
por 10 min por trés vezes. Dez sementes foram colocadas sobre um papel de filtro embebido com 2 mL de
amostra, dentro de uma placa de Petri. Esta etapa foi realizada para 5 diferentes concentracbes de amostra
(100, 70, 50, 30 e 10%) em quadruplicata. As sementes foram incubadas por 120 h (no escuro e a 24 + 1°C).
Apos esse periodo, mediu-se o hipocétilo das sementes que germinaram e calculou-se o indice de germinagao
de cada amostra [26-27].

O teste de susceptibilidade & NOR e seus produtos de degradagdo foi realizado utilizando-se uma cepa de
Escherichia coli (ATCC 25922) [28]. A cultura microbiana padréo foi fixada em 10° células mL™ (densidade
Gtica de 0,324 em 590 nm) [29]. Em uma placa de 96 pocos, adicionaram-se 50 pL de cada solucdo a ser
testada, 50 pL de caldo Muller Hinton e 100 pL da suspensdo celular padronizada. As amostras foram
incubadas com agitagdo orbital a 37°C por 18 horas [28]. A densidade Otica foi obtida pela leitura da
absorbancia em um espectrofotdmetro (Hitachi U-2800).

Apbs a incubacéo, as amostras foram transferidas para microtubos e centrifugadas por 10 min a 1.300 rpm. Os
sobrenadantes foram descartados e aos precipitados adicionaram-se 50 pL de MTT (brometo de 3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5- difeniltetrazélio) a 2 mg mL™. Os microtubos foram incubados a 37°C por 30 min.
Em seguida, os microtubos fora centrifugados por 5 min a 6.000 rpm, os sobrenadantes foram novamente
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descartados e aos precipitados adicionaram-se 150 uL de isopropanol. Em seguida, foram homogeneizados
em agitador de tubos por 1 min, adicionaram-se 50 pL de PBS (tampéo fosfato salino), homogeneizados
novamente e lidas as absorbancias em leitora de placas em 560 nm [30].

DEGRADAGCAO PELO PROCESSO FERRO ZERO

O reator de leito fixo foi preenchido com aproximadamente 100 mg de nanoparticulas de Fe® mais 4 g de areia
(material suporte) ou com 7,50 g de |4 de aco comercial da marca Bombril®.

A remocdo da NOR obtida em cada ensaio do planejamento fatorial 2%, no qual variou-se o pH e a vazéo do
sistema, pode ser observada na Tabela 1. A varidvel-resposta utilizada foi a porcentagem de remocdo do
farmaco. Os melhores resultados foram obtidos em pH 3 e vazdo de 20 mL min™ para ambas as fontes de Fe’.

Tabela 1: Porcentagens de remocéo da norfloxacina pelo Processo Ferro Zero utilizando-se as
nanoparticulas de ferro metalico (NPFe®) ou 14 de aco comercial.

. ~ " 0 L& de aco
Ensaios Vazdo (mL min™) pH NPFe” (%0) comercial (%)

1 20 3 66,8 65,9
5 20 3 71,0 68,4
2 40 3 62,8 62,8
6 40 3 65,1 59,8
3 20 5 38,2 32,2
7 20 5 34,1 384
4 40 5 49,5 39,0
8 40 5 43,2 41,7

Erro-padrao (%) 2,2 2,0

Com o planejamento fatorial, estimou-se o efeito das varidveis estudadas e conclui-se quais eram
estatisticamente significativas (95% de confianca). Definiu-se, assim, o ponto 6timo para a degradacao, dentro
do espaco de variaveis estudado.

Ao se analisar os dados no software Statistica® 11.0 pdde-se afirmar, a partir das superficies resposta geradas,
que os melhores resultados de remogdo da NOR foram nos niveis inferiores de pH e vazdo, 3 e 20 mL min™?,
respectivamente. As remogdes foram, em média, de 68,9 + 2,2% ou 67,2 + 2,0% utilizando-se NPFe® ou 14 de
aco comercial, respectivamente. A Figura 3 apresenta as superficies de resposta obtidas, sendo a Figura 3a a
superficie-resposta para os ensaios utilizando-se as NPFe® e a Figura 3b, utilizando-se a 14 de aco comercial.
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Figura 3: Superficies resposta obtidas: (a) nanoparticulas de ferro metélico e (b) 1a de aco
comercial.
Pbde-se observar que ndo houve uma diferenca significativa de remocdo da NOR quando a vazéo foi variada.

ABES — Associacédo Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental 5




(ongresso Brasileiro de B
EBE ‘ Engenharia Sanitaria e fimbiental
Y 2 8 de Dulubra de 2015 | Rio de Janeiro | A) ABES

A remocdo da NOR diminui com o aumento do pH, principalmente, devido a dois fatores: em valores baixos
de pH, a corrosdo do ferro é acelerada; por outro lado, em valores de pH acima de 7, um filme apassivador de
hidroxido férrico tende a se formar na superficie do ferro, inibindo o contato com os compostos organicos
[31].

A Figura 4 apresenta os graficos de Pareto gerados, confirmando que a vazéo, nos niveis testados, ndo é uma
variavel significativa para o Processo Ferro Zero. Como o valor do efeito do pH foi negativo, significa que
passar do nivel menor para o maior deste fator tem um resultado negativo sobre a remocéo da NOR.

{1)vazia .-ax

p=0,08 =005
Efeitc Padronizace EStimass (Vaor ADSHA0) Lteita Padronzece Estmado [Valcr ADsokac

(a) (b)

Figura 4: Graficos de Pareto obtidos: (a) nanoparticulas de ferro metélico e (b) 18 de aco comercial.

ACOPLAMENTO DO PROCESSO FENTON AO PROCESSO FERRO ZERO

Ap6s a adicdo de H,0,, atingiram-se degradac@es de aproximadamente 96% (concentracdo residual de 40 ug
L™), independentemente da fonte de Fe’. N&o se observou a formacao de subprodutos de degradac&o.

O limite maximo imposto pela Resolugdo CONAMA N° 403/2011 para o descarte de ferro dissolvido em
corpos d’agua (15,0 mg L™) ndo foi ultrapassado em nenhuma das condicdes testadas. As concentragdes, no
estado estacionario, foram de aproximadamente 5,8 e 12,6 mg L™ para os reatores de leito fixo preenchido
com as nanoparticulas de Fe° ou |4 de aco comercial, respectivamente.

Para as NPFe’, levando-se em conta a massa de 100 mg adicionada no reator de leito fixo e a concentracio
final de, aproximadamente, 6 mg Fe L™, seria possivel o tratamento de 17 L de uma solu¢do a 1 mg NOR L.
Como a concentracdo de saida do NOR foi de, aproximadamente, 310 pg L™, isso significaria uma remocéo
de 11,5 mg de NOR.

Com a massa inicial de 7,39 g de 14 de aco comercial seria entdo possivel o tratamento de 1.232 L da solucdo a
1 mg NOR L™. Com uma concentracdo de saida de NOR de, aproximadamente, 330 ug L™, isso significaria
uma remocao de 824,1 mg de NOR.

Ao se calcular entfo a massa de NOR removida por grama de Fe® utilizado, verifica-se que as NPFe’
removeram 115 mg NOR g™ Fe, enquanto a |4 de aco comercial removeu 112 mg NOR g™ Fe’. Portanto, n&o
houve diferenca significativa entre as eficiéncias das duas fontes de ferro metalico utilizadas.

TESTES BIOLOGICOS

Nenhuma das amostras testadas com o antibi6tico norfloxacina apresentou ecotoxicidade ao organismo-teste
Lactuca sativa.

No teste de susceptibilidade & NOR (1,0 mg L™), apenas 37% das culturas da bactéria Escherichia coli
sobreviveram, aproximadamente. Nas amostras provenientes do tratamento com as NPFe’ e H,0,, a
porcentagem de sobrevivéncia aumentou para aproximadamente 53% apds a primeira etapa e 84% ap0ds o
tratamento completo. Ja com o uso da |d de aco comercial, as porcentagens foram de 34 e 49%,
respectivamente (Figura 5). Embora ndo tenha sido observada a formagao de produtos ap6s o tratamento (na
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analise cromatogréfica), aparentemente uma ou mais substancias foram formadas com a 1& de aco comercial
que inibiram o crescimento das bactérias.

100
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Sobrevivéncia E. Cofi (%)

Controle

Sol. NOR inicial
Reator de Leito Fixo
(Fe®) Vaso de Mistura
M L3 de Ago Comercial W Nanoparticulas de Ferro Zero

Figura 5: Média dos indices de sobrevivéncia das culturas da bactéria E. coli submetidas as
amostras Controle, Solugéo inicial, Saida do reator de leito fixo e Solucdo final tratada: (m)
nanoparticulas de ferro metalico e (m) 14 de ago comercial.

CONCLUSOES

Os processos avangados utilizando nanoparticulas de ferro metalico ou 18 de aco comercial foram capazes de
degradar aproximadamente 70% de uma solugdo do antibiético norfloxacina a 1,0 mg L™, em um dnico passe.

A vazdo, nos niveis testados, ndo foi uma variavel significativa para ambos os processos. A posterior adicao
de H,0, (aproveitando-se as espécies de ferro sollvel formadas para a realiza¢do de rea¢des de Fenton ou tipo-
Fenton) elevou a degradagéo a 96% (aproximadamente 40 pg norfloxacina L™ presentes na solucéo final).

Os dois processos ndo geraram ecotoxicidade ao organismo-teste Lactuva sativa.

Entretanto, as nanoparticulas de ferro metalico foram mais eficientes na remocdo da atividade antimicrobiana
(Escherichia coli) e produziram uma menor concentracdo de ferro dissolvido ao final do tratamento.

As eficiéncias das nanoparticulas de ferro metalico e da 1a de aco comercial, na remocéo da norfloxacina,
foram bastante semelhantes. No entanto, quando os custos sdo levados em consideracao, a 1a de aco comercial
tem um custo centenas de vezes menor que o das nanoparticulas de ferro metalico.
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