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palavras-chave

resumo

Fotodegradacao; beta-bloqueadores; metoprolol; acidos falvicos; nitrato.

O metoprolol é um beta-bloqueador utilizado no tratamento de vérias doengas
como hipertensdo, arritmias, angina do peito, glaucoma e outros disturbios rela-
cionados com o sistema cardiovascular. Devido ao seu elevado consumo e baixa
biodegradabilidade em particular nas estaces de tratamento de aguas residuais,
(ETARS) torna-se importante conhecer o seu comportamento no meio ambiente.
Uma das principais vias de degradacdo de contaminantes em aguas naturais é a
fotodegradacéo pela luz solar, a qual pode ser fortemente influenciada pelas subs-
tédncias humicas e os ibes nitrato. Assim, o objetivo deste trabalho é o estudo da
fotodegradacdo do metoprolol em agua e na presenca de sensibilizadores,
nomeadamente acidos fllvicos, e iBes nitrato. Para este estudo foram utilizados
acidos fulvicos extraidos do Rio Vouga.

ApOs uma primeira etapa para a escolha das melhores condi¢cdes de andlise do
metoprolol por HPLC-UV, foram efetuados estudos de fotodegradacdo do meto-
prolol em solugédo aquosa, usando um simulador de luz solar. A seguir, estudou-se
o efeito da presencga de acidos fulvicos e ides nitrato nas solugfes. Verificou-se
gue a fotodegradacao direta do metoprolol é praticamente nula ao fim de 48 horas
de irradiacdo, no entanto as substancias humicas funcionam como fotossensibili-
zadores acelerando a degradacdo. Os resultados experimentais ajustaram-se
satisfatoriamente a uma cinética de pseudo - primeira ordem.

Foi possivel detetar por HPLC-UV a formacao de trés produtos de degradagéo do

metoprolol.

A fim de identificar a via pela qual as substancias himicas promovem a degrada-
¢do do metoprolol em solu¢gdes aquosas, foram utilizados sequestradores especi-
ficos de 'O, e radicais ‘OH, verificando-se que a principal via de acéo das subs-
tancias himicas envolve o 'O,, formado na presenca das mesmas, sob acdo da

luz solar. No entanto, os radicais ‘OH estdo também envolvidos.

No que diz respeito a influéncia do nitrato, verificou-se que acelerava a fotodegra-
dacédo do metoprolol, mas o seu efeito € muito menos acentuado do que o efeito

das substancias himicas.
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abstract
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Metoprolol is a beta-blocker used for treatment of various diseases such as
hypertension, arrhythmia, angina, glaucoma and other diseases related to
cardiovascular system. Due to its high consumption and low biodegradability
especially in sewage treatment plants (STPs), it is important to know its be-
havior in the environment. One of the main degradation pathways of contami-
nants in natural waters is the photo-degradation by sunlight. In natural waters,
humic substances and ions (nitrate) may play an important role in the photo-
degradation of contaminants. The objective of this work is the study of photo-
degradation of metoprolol in water and in the presence of sensitizers including

fulvic acid, and nitrate ions.

After a first step for choosing the best conditions of analysis of metoprolol by
HPLC-UV, metoprolol photo-degradation studies were made in aqueous solu-
tion, using a sunlight simulator. Next, the effects of the presence of fulvic ac-
ids and nitrate ion in the solution were studied. For this purpose fulvic acids

extracted from River Vouga were used.

It was found that the direct photo-degradation of metoprolol is practically zero
after 48 hours of irradiation. However, humic substances act as photosensi-
tizes accelerating the degradation. The experimental results were satisfactori-
ly fitted to pseudo-first order kinetics. It was possible to detect by HPLC-UV
the formation of three degradation products. In order to identify the route by
which the humic substances promote the degradation of metoprolol in aque-
ous solutions specific scavengers of '0, and ‘OH radicals were used and it
was verified that the main pathway of action of the humic substances involves
'0,, formed in their presence, under sunlight. However, ‘OH radicals are also

involved.

In what concerns the effect of nitrate, it was observed that it promotes the
photo-degradation of metoprolol, but its effect is much less notorious than the

effect the humic substances.
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1 Objetivos e Estrutura da Disser-

tacao






Efeito de acidos fulvicos e nitrato na fotodegradagédo do metoprolol

A preocupacdo com a presenca de beta-blogueadores no meio ambiente é uma
questdo relativamente recente. Embora as concentragdes referidas na literatura se encon-
trem na ordem dos pg - ng/L, alguns estudos referem que, mesmos a essas concentragdes,
estes farmacos podem causar efeitos toxicos em diversos organismos. Uma vez que a
entrada desses farmacos no ambiente é permanente, ha uma crescente preocupacdo em 0s
identificar no ambiente, e em conhecer melhor o seu comportamento e os seus efeitos no

ambiente.

Sendo a fotodegradacéo pela luz solar uma das principais vias de degradacéo abio-
tica de contaminantes organicos no ambiente, a realizacdo deste trabalho teve como princi-
pal objetivo avaliar a fotoestabilidade do metoprolol em &guas, e averiguar se os acidos
falvicos e ido nitrato atuam como fotossensibilizadores na sua fotodegradacdo do metopro-

lol na auséncia e na presenca de acidos fulvicos e nitrato.

Todas as andlises para o seguimento da fotodegradacdo do metoprolol sozinho e do
metoprolol na presenca de sensibilizadores foram efetuadas por HPLC/UV. Assim, a opti-
mizacdo da fase movel para a quantificacdo do metoprolol em agua foi um passo e objetivo

preliminar importante deste trabalho.
Entre os objetivos secundarios do presente trabalho estavam:

Investigar, se a concentracdo inicial do metoprolol em fase aquosa tem alguma

influéncia na cinética de fotodegradacdo deste beta-bloqueador.

Verificar se 0 mecanismo da fotodegradacdo do metoprolol na presenca de acidos
fulvicos envolve os radicais “OH e/ou, oxigénio singleto (*O,), através da adicio de subs-

tancias sequestradoras especificas.
Esta dissertagdo esta estruturada do seguinte modo:

No primeiro capitulo que consta duma introducédo geral onde se fez o enquadramen-
to do tema em estudo, a estrutura e os objetivos deste trabalho. No segundo capitulo estéo
sumariadas, os beta-bloqueadores: contaminantes emergentes, a sua produgéo e consumo,
bem como a sua ocorréncia no meio ambiente, de onde procedeu-se a escolha do beta-
bloqueador a analisarmos. As principais propriedades fisico-quimicas do metoprolol tam-

bém se encontram resumidas neste capitulo.
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Efeito de acidos fulvicos e nitrato na fotodegradagédo do metoprolol

O terceiro capitulo € constituido pela metodologia experimental, onde estdo descri-

tos todos os materiais e métodos utilizados neste estudo.

Os resultados obtidos neste estudo, hem como as discussdes dos mesmos encon-

tram-se sumarizados no quarto capitulo.

As principais conclusdes deste estudo, e as referéncias bibliograficas consultadas
que serviram de base para a realizacdo deste trabalho, encontram-se no quinto e sexto capi-

tulo respetivamente.
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2 Introducao






Efeito de acidos fulvicos e nitrato na fotodegradagédo do metoprolol

2.1 Enquadramento geral do tema

Atualmente o desenvolvimento tecnoldgico e o crescimento industrial sdo de grande
importancia pois tém proporcionado um aumento na qualidade de vida das populacGes,
mas no entanto como consequéncia desse aumento de qualidade de vida, tém surgido
alguns problemas ambientais. Uma das maiores consequéncias do avanco tecnoldgico tem
sido o desenvolvimento de inUmeras substancias de grande aplicacdo ao nivel de industria,
agricultura e medicina. Recentemente, este assunto tornou-se de grande relevancia ambien-
tal uma vez que, devido ao uso indiscriminado destas substancias durante vérias décadas,
algumas questdes relacionadas com a sua persisténcia e 0s seus possiveis efeitos toxicos no
ambiente tém sido levantadas. Estas substancias comecaram a ser chamadas de contami-
nantes emergentes (CEs) (Fent et al., 2006). Os CEs sdo todo o tipo de substancias de ori-
gem natural ou sintética, que ao entrarem no meio ambiente constituem um potencial peri-
go para a saude ecoldgica ou humana, sendo que para a maioria deles nao existem regula-

mentacdes (Petrovic et al., 2003).

A relevancia destes CEs esta relacionada com o desenvolvimento de metodologias e
técnicas analiticas dos ultimos anos, que tém possibilitado a detecdo e a determinacdo da
concentragédo dessas substancias no ambiente, na ordem dos ng/L (Hernando et al., 2006b).
Portanto, cada vez mais se procura implementar novos métodos para identificar e/ou quan-
tificar estes CEs, pois em muitos casos desconhecem-se as reais consequéncias da liberta-
cao destas substancias no meio ambiente, sobretudo no que diz respeito a sua toxicidade. A
presenca de CEs estd muitas vezes associada a toxicidade crénica, a desregulacdo enddcri-
na sobretudo em organismos aquaticos, onde a exposicao a estes contaminantes se procede
em varias geracdes (Halling-Sorensen et al., 1998). Devido aos efeitos adversos provoca-
dos a salde por estes compostos e seus metabolitos, sobretudo em organismos aquéticos, é

importante estudar o comportamento destes CEs no meio ambiente (Fent et al., 2006).

Entre os CEs, os farmacos constituem um dos grupos que tem merecido uma aten-
cao especial, uma vez que sdo produzidos e consumidos para provocar uma resposta ao
nivel fisiologico e/ou bioquimico, pelo que a sua presenga em aguas naturais pode ter efei-
tos indesejaveis (Hernando et al., 2006b). Apds a administracdo, os farmacos podem ser

excretados de forma natural através do organismo (qualquer organismo, humano ou ani-
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mal, excreta cerca de 50 a 90% de cada farmaco na sua forma de substancia ativa, isto é,
inalterado), ou ainda sob a forma de metabolitos (Maurer et al., 2007). Uma das principais
fontes pontuais de descarga dos farmacos no meio ambiente é através dos efluentes das
ETARs (Hernando et al., 2004; Zuccato et al., 2006; Vieno et al., 2007). Uma das familias
de farmacos frequentemente encontrados nos recursos hidricos, devido a sua ampla pres-
cricdo mundial e também & sua incompleta biodegradabilidade e remocao nas estacfes de
tratamento de aguas residuais (ETARs) é a dos beta-bloqueadores ou chamados B- adre-
nérgicos (Larsson et al., 2006). Estes compostos sdo drogas utilizadas no tratamento de
varias doencas como hipertensdo, insuficiéncia cardiaca congestiva, arritmias, angina do
peito, entre outros distarbios relacionados com o sistema cardiovascular (Cleuvers et al.,
2005; Lee et al., 2007).

Sdo varios os tipos de beta-bloqueadores mencionados na literatura que tém sido
detetados no meio aquéatico, como por exemplo, atenolol, acebutolol, bisoprolol, entre
outros (Ternes et al., 1998; Bendz et al., 2005;Vieno et al., 2007). O metoprolol é um dos
beta-blogueadores mais importantes devido ao seu elevado consumo e baixa biodegradabi-
lidade principalmente nas estaces de tratamento de aguas residuais (ETARS), (Ternes et
al., 1998; Andreozzi et al., 2003; Hugget et al., 2003), assim como em aguas superficiais
(Conkle et al., 2008; Alder et al., 2010; Daneshaver et al., 2010). Uma vez que, tem sido
demonstrado que o metoprolol ndo é completamente removido das ETARs (Bendz et al.,
2005; Vieno et al., 2006; Maurer et al., 2007), o estudo da sua fotodegradacdo é importan-
te, porque permite-nos conhecer as reagdes quimicas que ocorrem sob a acdo solar, e que
poderdo eventualmente minimizar os efeitos negativos que este composto pode provocar
no meio ambiente, ou pelo contrario aumenta-los, se os produtos de degradacdo forem

mais toxicos do que os compostos de origem.

2.2 Beta-bloqueadores: Contaminantes Emergentes

Os beta-bloqueadores subdividem-se em duas classes principais, os chamados seleti-
VoS e ndo seletivos, que se dividem de acordo com as suas propriedades farmacocinéticas,
farmacodindmicas e seletividade para bloquear o recetor cardiaco B;. Os antogonistas P -
néo seletivos incluem o metipranolol, nadolol, oxprenolol, penbutolol, pindolol, proprano-
lol, timolol e sotalol e os B; - seletivos, incluem o atenolol, acebutalol, betaxolol, bisopro-

lol, esmolol, metoprolol e nevibulol. Por ultimo estdo os beta-bloqueadores mistos o4/B;
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como o carvedilol e o labetolol (INFARMED). Uma caracteristica comum na estrutura
quimica dos beta-bloqueadores (figura 1) é a presenca de pelo menos dois grupos funcio-
nais, um grupo etanol e uma amina ligado a um anel aromatico (a maioria dos compostos
contém — CH (OH) - CH; - NH) na cadeia lateral a que se liga ao anel aromatico (Lee et
al., 2007).

R OH i
B l\ 0—C—C—C—N—CH—CH;

) O A"

Figura 1: Estrutura basica comum dos beta-blogueadores.
2.2.1 Producéo e consumo

Quanto a producdo de beta-bloqueadores ao nivel mundial, os dados disponibiliza-
dos na literatura sdo referentes ao ano de 2002, na Alemanha, permitiram estimar uma pro-
ducdo de cerca de 100-250 toneladas de beta-bloqueadores por ano. O célculo, baseia-se no
namero de doses prescritas, por cada 1000 habitantes num periodo de um ano (Mustchler
et al., 2001; Schwabe e Paffrath, 2004, citado por Cleuvers et al., 2005).

Em relagdo ao consumo de beta-bloqueadores, os mais consumidos na Europa séo o
atenolol e o metoprolol, cujo consumo representa mais de 80% de todos os beta-
bloqueadores. De acordo com os dados reportados na literatura, o Reino Unido, a Suica e a
Finlandia, séo os principais consumidores de beta-bloqueadores de acordo com os dados de
venda da IMS Health (Companhia de Produtos Farmacéuticos) referentes ao ano de 2001
(Alder et al., 2010). Contudo, outros estudos indicam gque na Alemanha, o propranolol € o
beta-blogueador mais consumido além de se encontrar na lista das trés principais drogas
utilizadas neste pais (Schwabe e Paffrath, 2004, citado por Cleuvers et al., 2005). Miége et
al. (2006) relataram nos seus estudos, que os beta-bloqueadores mais prescritos na Franca
em 1999, foram o acebutolol, propranolol e metoprolol (10-45 t/ano), enquanto outros
beta-bloqueadores como o bisoprolol, oxprenolol, nadolol e betaxolol, estes foram prescri-
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tos na ordem de 2 t/ano, de acordo com os dados obtidos da “Agence Francaise de Sécurité
Sanitaire des Produits de la Santé” (AFSSAPS). A prescricdo dos beta-bloqueadores em
Franca tem aumentado desde 1991 a 2001, na ordem dos 50% (Miége et al., 2006). A tabe-

la 1 mostra o consumo anual dos beta-bloqueadores em varios paises.

Tabela 1: Consumo anual de beta-bloqueadores em varios paises (kg/ano).

Pais Ano Beta-bloqueadores
Acebutolol  Atenolol Metoprolol Sotalol Propranolol
Alemanha = 1995 - - 5000 - 3000
1999 6766"
2000 7915°
2001 9297°
Austria 1997 - - 2440° - -
Inglaterra | 2000 - 2898°" 11800° - -
Italia 2001 - 2207° - - -
Suica 2004 - 3200° 3200° 800° 800"
Finlandia 2004 940° 865° 5340° 610°
2005 941° 863" 5339° 612
Franca 1999 - - - - 35000°

Fonte: a - Beausse et al., 2004; b - Fent et al., 2006; Maurer et al., 2007; Zuccato et al.,2005; c -
Vieno et al., 2006; d - Vieno et al., 2007 de acordo com Agéncia Nacional de Medicina; e - Miége et
al., 2006.

De acordo com esta tabela 1, o consumo anual de beta-bloqueadores varia conside-
ravelmente de uns paises para outros, sendo no geral o metoprolol o beta-blogueador mais
consumido. Outras referéncias, como por exemplo, da Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) apontam a Suiga como o principal consumidor de metoprolol entre 1997 e 2008
atingindo um méaximo de 4500 kg/ano, de acordo com os dados de venda (citado por Alder
et al., 2010).

2.2.2 Ocorréncia dos beta-bloqueadores no meio ambiente

Conforme ja foi anteriormente referido, os beta-bloqueadores ap0s a ingestao e sub-
sequente excrecdo, chegam as ETARSs, sob a sua forma original, ou metabolitos, através
dos efluentes domésticos (Hugget et al., 2003). Os beta-blogueadores lipofilicos como o
betaxolol, bisoprolol, metoprolol, propranolol e oxprenolol, sofrem metabolizacdo na

ordem dos 80% enquanto que o atenolol, nadolol e sotalol sdo excretados parcialmente
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metabolizados (taxa de metabolizacdo inferior a 20%) (Miége et al., 2006). Portanto, devi-
do & sua continua entrada no meio ambiente, estes compostos sdo frequentemente encon-
trados em afluentes e efluentes das ETARs em concentra¢des na ordem dos pg/L. Apos o
tratamento das aguas residuais nas ETARS, que normalmente incluem a remocéo dos soli-
dos em suspensdo, compostos organicos biodegradaveis, nutrientes e microrganismos
patogénicos através de agentes quimicos, fisicos e bioldgicos, os efluentes sdo descarrega-
dos em aguas superficiais. Em muitos casos, os efluentes podem infiltrar-se para a terra,
sobretudo em areais onde ndo ha agua superficial disponivel. Em aguas superficiais, a con-
centracdo de beta-bloqueadores é mais baixa do que nos efluentes das ETARSs, devido a

diluicdo que ocorre ao misturar-se com outras aguas (Vieno et al., 2007).

Na tabela 2 apresentam-se os beta-bloqueadores mais comuns em amostras
ambientais, assim como a sua localizacdo, niveis de concentracdo e tipo de aguas onde
sdo encontrados. De um modo geral, conforme se pode ver na tabela 2, 0 metoprolol é um
dos beta-blogueadores que apresentam elevada ocorréncia, em efluentes de ETARs, e

também em &guas superficiais.
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Tabela 2: Ocorréncia de beta-bloqueadores em ETARSs e em &guas superficiais.

Beta- Localizacdo/  Afluen- Efluente Agua Referéncias Beta- Localiza- Afluen- Efluente Agua Referéncias
bloqueado- Pais te (ug/L) superfi- bloqueado- ¢ao/ te (ug/L) superfi-
res (ng/L) cial (ng/L) res Pais (ng/L) cial
(ng/L)
Acebutolol Europa* - 0.13? - Andreozzi et al., 2003 Alemanha - 0.06 - - Ternes et al., 1998
Finlandia 0.07° 0.18° 1-8 Vieno et al., 2006 Betaxolol 0.006° 0.19° - Wick et al., 2009
- - 3-14 Vieno et al., 2007° Europa - - 28 Boxall., 2004
Canada 0.38° 0.31° - Lee et al., 2007
Franca 0.48 0.004 - Piram et al., 2008"
Suica - 0.002¢ 0.5 Daneshvar et al., 2010
Bisoprolol Alemanha - 0.06 (0.37)° -
Europa - - 2.9 Ternes et al., 1998
USA - 0.80° - Boxall., 2004
Canada 0.04° 0.03° - Miége et al., 2006
Franca 0.07 0.001 - Lee et al., 2007
Alemanha 0.21° 0.21° - Piram et al., 2008b
Wick et al., 2009
Atenolol Italia - - 3-241 Calamari et al., 2003 Atenolol Finlandia 0.69 - - Conkle et al., 2008
Europa** - (0.19)0.73 - Paxéus 2004 Finlandia 0.17 0.19 - Piram et al., 2008"
Suécia 0.03 ¢ 10-60 Bendz et al., 2005 USA 0.54° 0.02 - Wick et al., 2009
Italia - 0.16 - Castiglioni et al., 2005 Canada - 0.30° - Daneshvar et al., 2010
Suécia - 0.03-1.17 - Zuccato et al., 2005 Franca - 0.27° 38
Espanha - 0.47° Gomez et al., 2006 Suica - - 50-670 Ginebreda et al., 2010
- 3.4¢ 250 Gros et al., 2006 - 6-200 L6pez-Roldén et al.,
Espa- (0.23)1.0° - - Petrovic et al., 2006 Espanha 2010
nha/Croacia 1.15%* (0.28) 1.20*° - Vieno et al., 2006
Finlandia - 0.74 12-25
Suica 1.65° - - Lee et al., 2007
Italia 2.23° 0.99° - Maurer et al., 2007
Espanha - 0.54" - Radjenovic et al.,2007
- 21.0° 17-55 Vieno et al., 2007°
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Metoprolol Alemanha
Europa*
USA
Europa**
Suécia

USA
Finlandia

Alemanha
Europa*
USA
USA
Europa
Suécia

Propranolol

Espanha
USA

Sotalol Alemanha
Suécia
Canada
Franca

Alemanha

USA

Finlandia

Espanha

0.05

0.47¢

0.12-
0.38°

0.34¢
0.31°
0.32
0.87°

0.71°
0.21°

0.73- 2.20 -
45 (2200) -
0.08-0.39 -
0.02 -
(1.20)° -

0.08 2241

- 30-70

(0.39)° -
0.19 -
0.51° 4-116

1.00° 39-107

0.17 -

(0.29°  12(590)°
0.01-0.09 -
0.04 10

(1.9-30)c

0.03 -
0.29¢ -

0.25¢ -
0.26° -
0.07 -
0.71° -
0.14¢ -
0.24° -
0.20° -
0.17¢ -

Ternes et al., 1998 Metoprolol
Andreozzi et al., 2003
Hugget et al., 2003
Paxéus 2004
Wiegel et al., 2004
Bendz et al., 2005

Miége et al., 2006
Vieno et al., 2006
Lee et al., 2007
Vieno et al., 2007°
Ternes et al., 1998 Propranolol
Andreozzi et al., 2003
Huggett et al., 2003

Boxall., 2004
Bendz et al., 2005

Gros et al., 2006
Miége et al., 2006

Sacher et al., 2001
Maurer et al., 2007
Lee et al., 2007
Piram et al., 2008b
Wick et al., 2009
Conkle et al., 2008
Vieno et al., 2006
Gros et al., 2006
Daneshvar et al., 2010

Nadolol

Canada
Suécia
Espanha
USA
Franca
China
Alemanha
Suica

Espanha

Espa-
nha/Croaci
a

Canada
Suécia
Franca
Alemanha
Espanha

Alemanha
USA
Canada
USA
Franca

0.04°
0.11¢
0.09

0.040°

0.08°

0.01

0.24¢
0.13¢
3.32f

0.07¢
0.001
0.002°
0.64°
0.28¢

0.42¢
(0.14)
0.52°
0.03°
0.08¢
0.002
0.040°

0.025-
0.06°
0.05(0.36
C

0.07°
0.02¢
0.0001

10-180
1-8041

110-1820

2-17

Maurer et al., 2007
Radjenovic et al., 2007
Conkle et al., 2008

Piram et al., 2008b
Shao et al., 2009
Wick et al., 2009

Daneshvar et al., 2010
Ginebreda et al., 2010
Lépez-Roldén et al.,
2010

Petrovic et al., 2006
Lee et al., 2007

Maurer et al., 2007

Piram et al., 2008b
Wick et al., 2009
Ginebreda et al., 2010

Lépez-Roldan et al.,

2010

Ternes et al., 1998
Huggett et al., 2003
Lee et al., 2007
Conkle et al., 2008
Piram et al., 2008b
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Timolol Europa - - 10 Boxall., 2004 Carazolol Europa -
Canada 0.007°  <0.006° - Lee et al., 2007 Celiprolol ~ Alemanha  0.10°
Franca 0.03 0.06 - Piram et al., 2008b Labetolol Canada 0.09°

Oxprenolol Europa* :
Pindolol Franca 0.002

: 110 Boxall., 2004
0.12° - Wick et al., 2009
0.08° - Lee et al., 2007

0.02-0.05 - Andreozzi et al., 2003
0.0004 - Piram et al., 2008b

Valores com “<” encontram-se abaixo do limite de quantificacio (LQ) ou do limite de detecdo (LD); @ méximo, ® mediana; ¢ média; *dados obtidos de alguns paises como a Franga, Italia, Grécia

e Suica; **dados obtidos da Espanha, Alemanha e Eslovénia; ***dados obtidos da Franga, Italia, suica e Dinamarca; ¢ (média) obtido das 3 ETARs; d (média) obtido em 34 amostras; e (média)

obtido em 30 amostras; f (média expressa em gramas); 1= Valor maximo reportado; Sotalol foi detetado em 3 das 105 amostras de dguas subterraneas (Sacher et al., 2001).
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2.3 Metoprolol

Conforme ja foi citado anteriormente, o metoprolol € um dos beta-
bloqueadores mais consumidos na Europa, e apresenta uma elevada ocorréncia tanto
em efluentes de ETARS, como em aguas superficiais. E usado no tratamento de doen-
cas como a hipertensdo, a angina de peito e outras perturbacdes do ritmo cardiaco,

incluindo arritmias e enfarte do miocardio (Alder et al., 2010; Rivas et al., 2010).

Relativamente a metabolizacdo do metoprolol, este é extensamente metaboli-
zado pelas enzimas do sistema citocromo P450 do figado. Assim sendo, o metabolis-
mo do metoprolol representa cerca de 85% da sua eliminagdo e envolve trés vias
metabolicas principais. De acordo com a literatura foram detetados, trés metabdlitos
do metoprolol em amostras de afluentes e efluentes de ETARs (Hernando et al., 2007).
Os metabdlitos formados sdo o O-desmetil metoprolol (ODM) e &cido O-desmetil
metoproldico (AODM), o a-hidroxi metoprolol (a-OHM) e 0 N-desaquil metoprolol
(N-DAM) (Mistry et al., 2001).

No que diz respeito ao seu destino e distribui¢cdo no meio ambiente, e também
na previsdo e no desenvolvimento de métodos de detecdo analitica, € importante
conhecer as propriedades fisico-quimicas. Existem diversas propriedades que se
podem relacionar com a distribuicdo e o destino dos farmacos no ambiente aquético,
como, por exemplo, a sua solubilidade em agua, o seu coeficiente de particdo octanol-

agua (Kow), e as suas propriedades acido — base, entre outras.

Na tabela 3, encontram-se sumariadas as principais propriedades fisico-

quimicas do metoprolol.

Tabela 3: Propriedades fisico-quimicas do metoprolol

Propriedades Referéncias
Nome IUPAC {1- Isopropil amino - 3- [4 - (2-  Mistry et al., 2001
metoxi etilo)

fenoxi]-2-propanol}

Universidade de Aveiro Pagina | 15



Efeito de acidos falvicos e nitrato na fotodegradag¢édo do metoprolol

Estrutura o\)Oi/H o,
HaCON/@ WC/Ha Alder et al., 2010
Numero de registo (CAS) 37350-58-6
Formula molecular CisHxsNO;
Classe terapéutica Beta-bloqueador
Peso molecular 267,36 g mol™
Constante de ionizacao, pka 9,7 Alder et al., 2010
Log Kow 1,88
Solubilidade em agua a 1,69 x 10* mg/L
25°C

Assim de acordo com os dados apresentados na tabela 3, o metoprolol € um
beta-bloqueador bastante soltvel em &gua, e com um valor de coeficiente de particdo
octanol/agua baixo (Log Kow =1,88). Este composto é comercializado sob a forma de
sais de tartarato de metoprolol composta por uma mistura racémica de dois isomeros
[R-metoprolol /S-metoprolol: 50/50], ou ainda de sais de sucinato (z)-1-amina isopro-
pilico-3 [4- (2-metoxi etil) [fenoxi] -2-propanol] (Mistry et al., 2001; Liu et al., 2009).

2.4 Fotodegradacao de beta-bloqueadores no meio ambiente

Conforme ja foi referido anteriormente, os beta-bloqueadores tém sido encontra-
dos, tanto em efluentes de ETARs como em aguas superficiais (Ternes et al., 1998;
Bendz et al., 2005). Por essa razéo, € interessante estudar a fotodegradacdo dos beta-
bloqueadores, a fim de conhecer as reagcdes quimicas que ocorrem sob a ac¢do da luz

solar a fim de prever o0 seu comportamento no ambiente.

Os beta-bloqueadores podem ser degradados por vérias vias, tanto bioticas como
abidticas. Entre as abidticas encontra-se a fotodegradacdo, que é a degradagdo de uma
molécula fotodegradavel provocada pela absor¢do de fotGes com os comprimentos de
onda certos. Um cromaoforo ou grupo cromaforo é parte ou conjunto de atomos de uma
molécula responsavel pela absorcdo de fotées. A fotodegradacdo de qualquer substan-

cia pode ocorrer por dois processos distintos, sendo eles a fotodegradacéo direta e
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fotodegradacgdo indireta. A fotodegradagdo direta, ou a chamada fotolise direta, é o
processo no qual ocorre a absorcédo direta do fotdo de luz pelo referido composto, ori-
ginando uma molécula excitada que pode sofrer diversas alteracbes quimicas, como
por exemplo, a fragmentacdo, o rearranjo molecular, a dimerizacéo, entre outros. Na
fotodegradacdo indireta, a reacdo é iniciada pela absorcdo de fotdes por uma outra
espécie presente na solucdo (os fotocatalizadores ou fotossensibilizadores) que ao
absorver estes fotGes, fica excitada, transferindo essa energia para o contaminante pro-
vocando a sua excitagdo e, posteriormente a formagdo de fotoprodutos. Quando o
cromdforo pertence a um fotocatalizador este processo € designado por fotocatalise, e
normalmente o cromoforo é regenerado durante os processos de transferéncia de ener-
gia (Peuravuori et al., 2009). Como veremos adiante ao referirmos o papel das subs-
tancias humicas, pode também acontecer que o fotossensibilizador depois de excitado
transfira a sua energia para outra espécie, por exemplo o oxigénio dissolvido dando

origem a espécies reativas que podem depois reagir com o contaminante.

FOTODEGRADACAO DIRETA

h
RX = RX* (1.1)

h
RX* > produtos 1.2)

FOTODEGRADACAOQ INDIRETA

s5 s (1.3)
h
S*+RX - S+RX" (1.4)
h
RX* 5 produtos(R+ X;R+ X7) (1.5)

RX e S representam, por exemplo, um beta-bloqueador e um sensibilizador respetiva-

mente; as espécies RX* e S* representam 0s respetivos estados eletronicos excitados.

Os fotossensibilizadores naturais, no qual tém um papel determinante nas rea-
¢Oes fotoquimicas de diversos tipos de contaminantes podem ou ndo influenciar a
fotodegradacdo de beta-bloqueadores em aguas (Piram et al., 2008a). Entre eles estdo
0s &cidos humicos e fulvicos, e os ides nitratos, nitritos e ferro.

A fotodegradagdo de diversos beta-bloqueadores, em solucbes sintéticas
efluentes, ou &guas naturais, usando diferentes tipos de fontes de radiacéo e diferentes
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condicdes de degradacdo (fotossensibilizadores e/ou catalizadores), tem sido estudada

por diversos investigadores, conforme mostra a tabela 4 (Andreozzi et al., 2003; Chen
et al., 2009; Rivas et al., 2010).

Tabela 4: Estudos de fotodegradacéo de beta - bloqueadores em aguas.

B-bloqueadores

Tipo de 4guas

Fossensibilizadores/
catalizadores

Referéncias

Acebutolol Efluentes ETARS Acidos humicos/ Andreozzi et al., 2003
Betaxolol NO;’
Metoprolol
Oxprenolol
Propranolol
Acebutolol Aguas naturais Piram et al., 2008a
Alprenolol Efluentes ETARs
Atenolol
Bisoprolol
Metoprolol
Nadolol
Propranolol
Pindolol
Sotalol
Timolol
Atenolol Aguas naturais Andrisano et al., 1999
Metoprolol Aguas naturais Liu et al., 2007
Propranolol Aguas superficiais Liu et al., 2009
Atenolol Aguas naturais TiO, Yang et al., 2010
Aguas naturais uv
Aguas superficiais UV/H,0, Benitez et al., 2009
uv
UV/H,0,
Metoprolol Aguas naturais UV/,Na,C0O,.3H,0, Rivas et al., 2010
UV/HOOSO,
UV/TIiO,
UV/H,0,/TiO,
Foto-Fenton
Metoprolol Efluentes (rios) uv Romero et al., 2010
Propranolol
Aguas naturais uv Sortino et al., 2002
Propranolol Aguas naturais uv Uwai et al., 2005
Aguas naturais uv Chen et al., 2009
Acidos himicos
Acidos fulvicos
NOs
Labetolol Aguas naturais uv Andrisano et al.,2001

Conforme se pode ver na tabela anterior, relativamente a fotodegradacdo do

metoprolol em &guas naturais, esses estudos sdo bastante escassos, referindo-se apenas

aos estudos de Liu et al. (2007) e de Benitez et al. (2009). No primeiro caso, estes
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autores s estudaram a fotodegradacdo em agua pura, utilizando um simulador solar
(290-800 nm), de onde concluiram que a fotodegradacdo do sucinato de metoprolol
em agua era muito lenta, seguindo uma cinética de primeira ordem com um tempo de
meia vida (t12) estimado de aproximadamente 350 h.

Num outro estudo de degradacdo do sucinato de metoprolol em &gua pura e em
aguas dos rios, Liu et al. (2009), verificaram que ndo havia diferencas significativas na
cinética de degradacdo do sucinato de metoprolol em agua pura, enquanto que 0 mes-
mo efeito ndo foi observado, quando utilizaram agua do rio, o que levou os autores a
admitirem a presenca de fotossensibilizadores nas dguas naturais. Com estes autores
ndo estudaram especificamente a influéncia de diferentes fotossensibilizadores na
fotodegradacdo do metoprolol, no presente trabalho propde-se o estudo do efeito das
substancias humicas e de ides presentes em aguas naturais, nomeadamente os acidos

fulvicos e ides nitrato.

2.5 Efeito das substancias humicas e de ides presentes em aguas

naturais na fotodegradacéo de contaminantes

2.5.1 Acidos Fulvicos

As substancias humicas (SH) séo constituidas por matéria organica dissolvida
em diferentes e avancados estagios de decomposicdo. S8o compostas por uma mistura
heterogénea e complexa de moléculas com elevado peso molecular, contendo grupos
aromaticos, alifaticos, carboxilicos, fenolicos e quindnicos, como resultado da degra-
dacdo bioldgica e enzimatica de vegetais no solo (Buffle, 1990). Em aguas naturais a
concentragdo de substancias humicas varia de 0,3 -30 mg/C 1™ (Zhan et al., 2006). As
suas propriedades fotossensibilizadoras dependem em grande parte da sua origem (Xia
et al., 2009).

Devido a heterogeneidade das SH, a sua analise e caracterizagdo sdo extrema-
mente complicadas, pelo que o seu fracionamento € a op¢do mais comummente utili-
zada para a sua defini¢do. Assim, pela sua solubilidade, as SH podem ser diferenciadas
em acidos falvicos, acidos humicos e huminas. Os &cidos fulvicos séo a fracdo soluvel

em agua para todos os valores de pH, os acidos humicos, séo a fragdo de matéria orga-
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nica insollvel em agua em condicfes acidas pH <lou pH <2, e por ultimo a fracdo
insolGvel em agua para todos os valores de pH é as huminas (Buffle, 1990). Em aguas
naturais, as substancias humicas sdo 0s principais componentes responsaveis pela
absorcdo da radiacdo UV, a qual provoca a excitacdo das suas moléculas. Apos a
absorcédo da luz por parte destas substancias, estes podem desencadear a formacéo de

outras espécies reativas (Lam et al., 2005).

Como a maioria das moléculas no estado fundamental contém um nimero par de
eletrbes, ocupando cada par uma orbital, conforme explica o principio de exclusdo de
Pauli, os dois eletrdes na mesma orbital apresentam spins opostos, dizendo-se empare-
Ihados, pelo que estado eletronico fundamental da maioria das moléculas orgéanicas é
um estado singleto (Sp).Quando a molécula é excitada, um dos eletrbes move-se para
uma orbital de energia mais alta, mas o0 seu spin continua emparelhado (estado excita-
do singleto-S;, Sz, S3). No estado tripleto (T;), 0s spins dos eletrfes deixam de estar
emparelhados e passa a haver dois eletrdes com spins paralelos (Skoog et al., 1998).

Assim, as moléculas de &cidos fulvicos quando absorvem a luz passam para o
primeiro estado excitado singleto, AF* (1.6). Ap0s a excitacdo, essa molécula pode
voltar ao estado fundamental através da combinagdo de vérios mecanismos: 1) sem
emissdo da radiacdo: conversdo interna, relaxagdo vibracional, cruzamento inter-
sistema e conversdo externa (1.7) 2) com emissdo da radiacdo: fluorescéncia (1.8)
(Skoog et al., 1998).

AF S AF* (1.6)
hv

AF* — AF + calor (1.7)
h

AF* S AF + hw (1.8)

em que o AF representa a componente reativa dos acidos fulvicos e o simbolo * molé-

cula no estado eletrénico excitado.

Além disso, qualquer molécula excitada no estado singleto pode decair para o

estado tripleto. Este processo € denominado por cruzamento inter-sistema (1.9).

hv
AF* —°AF " + calor (1.9)
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As moléculas dos acidos falvicos no estado tripleto excitado ((AF*) podem
transferir a sua energia diretamente para outras espécies presentes em solucdo, nomea-
damente as moléculas de um contaminante organico, ficando estas no estado excitado
(RX*) (1.10) e podendo logo, por sua vez, reagir com outra/s molécula/s, ou ainda
quebrar as ligagdes destas levando a formagdo de moléculas mais pequenas (Boule et
al., 1999). Além disso, as moléculas de acidos fulvicos no estado tripleto excitado
(CAF*) podem dar origem a espécies altamente reativas como o radical hidroxilo
(‘OH), eletrdes hidratados (") i&o peréxido (O,) e ainda o oxigénio singleto (*O.),
conforme se mostra as equacOes seguintes (Aguer et al., 1999; Goldstone et al., 2002):

hv
SAF* +RX —> AF + RX* (1.10)
AF +hv — AF*+°OH (1.12)
SAF" > AFT +e (1.12)
AF" +0, >AF" +0,” (1.13)
SAF" +0, - AFT+0, (1.14)

De um modo geral, a formacao de espécies oxidantes fortes como o oxigénio
singleto (*Oy), e os radicais hidroxilo (‘OH), bem como 0s estados tripletos excitados
da matéria organica dissolvida >DOM* (do termo em inglés,” Dissolved organic mat-
ter ), desempenham um papel importante na fotodegradagdo de contaminantes sobre-
tudo em aguas naturais. As vias de formacdo destas espécies altamente reativas, estao
associados a diversos processos que ocorrem em aguas naturais como por exemplo, da
degradacéo de poluentes organicos através da fotolise direta, e ainda atraves da degra-
dacdo da matéria organica natural NOM (do termo em inglés, “Natural organic mat-
ter”), pela fotolise indireta (Garg et al., 2011).

Entre estas espécies cabe destacar, pela sua elevada reatividade, os radicais
hidroxilo (‘OH) e o oxigénio singleto (*O5), que aparecem como resultado das reacées
(1.10) e (1.14), respetivamente. Os radicais hidroxilo (-OH) e o oxigénio singleto (*O)

sdo considerados (ROS) (do termo em inglés “Reactive Oxygen Species “e podem
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promover a degradacdo de poluentes em fase aquosa, assunto este que sera discutido

mais a frente.

2.5.2 O nitrato (NO3)

O nitrato desempenha um papel importante na degradacédo de contaminantes em
aguas, podendo acelerar a sua fotodegradagdo. Encontrando-se nas aguas superficiais
em concentracdes que variam de 0,2 a 25 mg/L, os ides nitrato, apds absorcdo da
radiacdo solar e consequente excitacdo, sdo responsaveis pela formacdo de radicais
‘OH, que por sua vez atacam a maioria dos compostos organicos (Boule et al., 1999;
Espinoza et al., 2007). As equacdes seguintes (1.15-1.19), mostram a via pela qual o
ido nitrato pode dar origem a espécies ‘OH, e consequentemente a degradacéo de con-
taminantes (Neamtu e Frimel 2006).

NO; -3 NO; +0 (1.15)
NO; 30" +NO; (1.16)
2NO; +H ,0 —> NO; + NO; +2H * (1.17)
O+H,0—2HO* (1.18)
Oe¢ +H,0>HO" +HO™ (1.19)

Em relacdo ao estudo da fotodegradacdo do metoprolol na presenca do ido
nitrato ndo ha estudos referenciados na literatura. Contudo, estudos realizados com
outros contaminantes, como por exemplo, o de Neamtu e Frimmel (2006), sobre a
degradacéo de nonilfenol em aguas na presenca do ido NO3, mostraram que a fotode-
gradacdo era acelerada na presenca deste ido. O mesmo efeito foi verificado no estudo
de Espinoza et al. (2007), que mostraram que 0 ido nitrato, acelerava a fotodegradacéo

do bisphenol A em aguas naturais.

Contudo, outros estudos como o de Li et al. (2011), sobre a fot6lise de Enrofla-

Xacina em agua, mostraram que um aumento na concentragdo de NO3™ levava a dimi-
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nuicdo da taxa de degradacdo deste farmaco, o que mostra que o nitrato também pode
inibir a fotodegradacdo de contaminantes. Esta inibicdo da fotodegradacéo, é devido

ao facto do ido nitrato absorver na regido UV.

2.6 Uso de sequestradores de espécies reativas de oxigénio na eluci-
dacao de vias de fotodegradacéao indireta de contaminantes na

presenca de substancias humicas.

Conforme ja foi referido anteriormente, as substancias himicas desempenham
um papel importante na fotodegradacdo dos contaminantes em aguas naturais. A fim
elucidar o mecanismo pela qual as substancias humicas promovem a degradacdo de
contaminantes em aguas naturais, no subcapitulo seguinte, serdo discutidos cada uma
dessas vias de degradacdo, a formacéo do oxigénio singleto (*O,) e/ou dos radicais
‘OH.

O oxigénio sob a forma de oxigénio singleto, o (*Oy) é uma das espécies mais
reativas do oxigénio, conforme ja foi referido anteriormente. O (*O,) apresenta o esta-
do de energia mais elevada de todas as espécies reativas, 0 que faz com que este se

encontra envolvido em diversos processos quimicos e bioquimicos (Bancirova, 2011).

Para elucidar o mecanismo pela qual, as substancias humicas promovem a
degradacdo de contaminantes em aguas, normalmente sdo adicionados sequestradores.
Os sequestradores s3o substancias que consomem o O, presente numa solucéo, dimi-
nuindo a velocidade de degradacdo se 0O, for a via pela qual ocorreu a fotodegrada-
cdo.

Diversos tipos de compostos sdo utilizados como sequestradores especificos
para o “consumo” do O, presente numa solucéo, como por exemplo, a rosa bengala,

azul-de-metileno, eosina, azida de sddio (NaN3;) entre outros (Czaplick et al., 2005).

A equacao seguinte ilustra a formagdo do O, através da transferéncia de ener-

gia de estados tripleto e de um sensibilizador (Li et al.,2010):
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*Sensibilizador +° O, —'Sensibilizador+'0, (1.20)

A fim de verificar, se 0 mecanismo pela qual ocorre a fotodegradacdo do beta-
bloqueador, propranolol em &gua envolve a formacio do *O,, Sortino et al. (2002),
realizaram-se experiéncias na presenca de azida de sédio (NaNs). Estes autores con-
cluiram que fotodegradacdo do metoprolol, e consequente formacao de foto produtos,

envolve a formacéo do *O,.

O manitol é um eficiente supressor de radicais ‘OH, e tal como a NaN3 também
pode desempenhar um papel importante na fotodegradacdo de contaminantes em
aguas. Quando o manitol esta presente, a constante de velocidade de reacdo devera

diminuir se 0 mecanismo de degradacdo da reagéo for por via de radicais ‘OH.
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3.1 Lavagem do material de laboratdrio

Todo o material de vidro utilizado durante a realizacdo deste trabalho (balGes
volumétricos, pipetas volumétricas, copos, tubos de quartzo, entre outros) foi lavado
com &gua e imerso numa solucdo de detergente concentrado (Derquim 2,5%) durante
aproximadamente 2 horas. Em seguida, o material foi lavado com agua destilada e
colocado numa solugéo &cida de HNOj3 (0,3%) por um periodo de 12-24 horas; passa-
do esse periodo, todo o material foi lavado novamente com agua destilada. Apds este
procedimento, o material foi colocado num recipiente para secar, sendo depois guar-
dado em lugar apropriado. Este procedimento de lavagem foi executado a fim de
minimizar as fontes de contaminacdo que podem surgir durante o procedimento anali-

tico.

3.2 Reagentes

Os principais reagentes utilizados neste trabalho foram os seguintes: Tartarato
de Metoprolol (Pureza: > 98%; Formula Molecular: CgzoHsoN206.C4HsOs; Massa
Molecular: 684,41 g/mol) da Sigma Aldrich; Acetonitrilo (qualidade para HPLC,
pureza: > 98%) da Lab-Scan analytical sciences; Acido Formico (Pureza: 98%; For-
mula Molecular: HCOOH; Massa Molecular: 46,03 g/mol) da Panreac. Para o estudo
do efeito dos fotossensibilizadores (acidos fllvicos e NO3") na fotodegradacdo do
metoprolol, foram usados acidos falvicos extraidos do Rio VVouga e recolhidos na zona
do Cabo Carvoeiro em 1991, baseada na absor¢do em resina XAD-8, de acordo com a

metodologia descrito por Santos e Duarte (1998), nitrato de potassio (KNOs3).

Com o objetivo de identificar, a via pela qual as substancias himicas promovem
a degradacdo do metoprolol em solug¢bes aquosas, foram utilizados dois compostos, a
azida de sdio e 0 D-Manitol, que sdo sequestradores especificos de O, e de radicais
‘OH. Para isso, foram utilizados o D-Manitol (Férmula Molecular: (CsHis (OH)g);
Massa Molecular: 182,17 g/mol ) e a azida de sodio (Férmula Molecular:NaN3); Mas-

sa Molecular: 65,01 g/mol) ambos da Sigma Aldrich.
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3.3 Equipamentos

A andlise do metoprolol foi efetuada utilizando um aparelho Cromatografo
Liquido de Elevada Eficiéncia Jasco HPLC, equipado com uma bomba PU-980, um
detetor UV-Vis BarSpec a 222 nm, uma coluna C18 phenomenex (150 x 4.60 mm, 5
um, 110 A° e um loop de 20 pL. Ap6s um estudo prévio para a escolha da fase

movel, comparando os seguintes eluentes:

e Acetonitrilo: agua numa proporcao de 80:20 V/V e um caudal de 0,85 ml/min;
e Solucdo tampao KH,PO, 10 mM, pH 3,0 e acetonitrilo numa propor¢do de
80:20 V/V e um caudal de 0,5 ml/min;
e E por dltimo a combinacdo de dois solventes agua: acetonitrilo, acidificadas
com HCOOH 0,1%, numa proporcdo 85:15 V/V e um caudal de 0,7 ml/min.
A fase mdvel escolhida foi agua: acetonitrilo 90:10, contendo HCOOH 0,1%
V/V e a velocidade de fluxo foi 0,7 mL/min. A fase mdvel foi previamente filtrada por
filtros de membrana 0.2 um NL16 (Schleicher & Schuell).
As amostras foram irradiadas utilizando um simulador solar Solarbox 1500,

equipado com uma lampada de Xénon, e uma irradiancia constante de 550 W/m?.

3.4 Preparacéao das solugtes padrédo de metoprolol

Para a quantificacdo da concentracdo de metoprolol em dgua mediante cromato-
grafia liquida de elevada eficiéncia (HPLC) foi preparada uma reta de calibragdo utili-
zando seis solucgdes padrdo de metoprolol. Para a preparacéo das solucdes padrdo de
metoprolol, em primeiro lugar, pesaram-se 10,0 mg de metoprolol, e transferiu-se o
conteudo para um baldo volumétrico de 100 mL. Posteriormente aferiu-se o volume
com agua Milli-Q, obtendo-se uma solucdo padrdo com uma concentracdo de 100
mg/L que foi posteriormente utilizada na preparacdo dos padrdes (Romero et al.,
2010). A partir desta solugédo prepararam-se seis solucdes padrdo, com concentracfes
entre 10 e 60 mg/L por diluicdo em &gua Milli-Q. Também preparou-se uma solucao -
mée de metoprolol 500 mg/L (pesou-se 125,0 mg do composto para uma baldo volu-

métrico de 250 mL, sendo o volume posteriormente aferido com agua Milli-Q).
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Durante a preparacdo das soluges, toda a agua ultra-pura usada como solvente
foi obtida com um sistema Milli-Q (Millipore).
Todas as solucBes foram revestidas com papel aluminio, de modo a evitar o efeito da

luz.

3.5 Preparacéo das solugdes para o estudo da fotodegradacéo de

metoprolol

Para este estudo, todas as solucBes de metoprolol, na presenca ou nao de fotos-
sensibilizadores (acidos falvicos e ido NO3’) foram preparadas em agua ultra-pura
(Milli-Q). Uma vez preparadas as solucdes, os baldes que as continham foram revesti-
dos com papel aluminio, de modo a evitar o efeito da luz, até a sua utilizacdo nas
experiéncias de irradiacdo. Previa realizacdo das experiéncias de fotodegradacédo foi
sempre verificado, mediante analises por cromatografia liquida, que se mantinha a

concentragéo inicial de metoprolol em solugéo.

3.5.1 Solugbes metoprolol em agua

O estudo da fotodegradacdo do metoprolol em agua foi efetuado utilizando uma
solugdo de 50 mg/L. Esta solucéo foi preparada por diluicdo da solucdo mée de 500
mg/L referida anteriormente. A escolha desta concentragdo para a irradiacdo, foi de
acordo com o estudo efetuado por Romero et al. (2010), que compararam o efeito da
oxidacdo avancgada e a fotocatélise na remogéo de propranolol e metoprolol da &gua,

utilizando solugdes destes farmacos com concentragdes inicias de 50 mg/L.

3.5.2 Preparagao de solugdes de metoprolol com &cidos falvicos

Para a preparacao destas solucdes, foi primeiro preparada uma solucéo - mée de
acidos fulvicos de 250 mg/L (pesou-se 12,5 mg de acidos fulvicos e transferiu-se para
um baldo volumétrico de 50 mL sendo o volume aferido com &gua Milli-Q). A seguir,
utilizando a solu¢cdo mé&e de metoprolol de 500 mg/L (acima referida) e a solucéo -
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mée de &cidos fulvicos (250 mg/L) por dilui¢do foi preparada uma solugdo de meto-
prolol 50 mg/L na presenca de acidos fulvicos 10 mg/L. A concentracdo de acidos
falvicos 10 mg/L foi escolhida de acordo com o estudo preliminar feito por Guilherme
(2009) sobre efeito da presenca dos i6es cloreto (CI°) e nitrato (NO3’) na fotodegrada-
céo de acido fulvicos provenientes de uma fabrica de papel.

3.5.3 Preparacao de solugdes de metoprolol com nitrato

A preparacdo destas soluges foi realizada utilizando a solugdo mée de metopro-
lol (500 mg/L) e uma solugdo - mae de KNO3 de 163,1 mg/L (pesou-se 16,31 mg do
composto para uma baldo volumétrico de 100 mL, sendo o volume posteriormente
aferido com &gua Milli-Q). Por diluicdo destas solu¢des, foi preparada uma solucgéo de
metoprolol de 50 mg/L na presenca de NO3s 16,31 mg/L. A concentragcdo de KNO3
(16,31 mg/L) escolhida, que corresponde a mesma utilizada por Espinoza et al. (2007)
para simular o ambiente aquatico natural para o estudo do efeito de NO3™ na fotode-

gradacdo do bisphenol A.

3.5.4 Preparacao de solucdes de metoprolol na presenca de acidos ful-

. -~ 1
vicos com sequestradores de radicais ‘OH e “O,.

Para esse estudo, foram preparadas inicialmente as solucGes stock de dois
sequestradores, o manitol (CsHg (OH)s) 1M e a azida de sddio (NaN3) 25 mM, respeti-
vamente. Para a solucgéo stock de manitol, pesou-se aproximadamente 1,8217 mg do
composto, e transferiu-se o conteddo para um baldo de 500 mL, sendo o volume poste-

riormente completo com agua Milli-Q.

Para a solucdo stock de NaN3 pesou-se aproximadamente 0,8130 mg de com-
posto sendo posteriormente transferida para um baldo volumétrico de 500 mL, onde

perfizeram-se o volume com agua Milli-Q.
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Para as solugOes a irradiar, prepararam-se duas solu¢fes de metoprolol 50
mg/L com &cidos fulvicos 10 mg/L, em que numa das solucdes adicionou-se CgHg
(OH)s 20 mM e na outra NaN3 0,5 mM respetivamemte através da diluicdo das solu-

¢Oes stock acima referidas.

3.6 Irradiacdo das solucgdes

Ap0s a preparacao das solugdes, procedeu-se ao estudo da sua fotodegradacéo.
Para tal, transferiram-se 20 mL de solucdo de cada uma das solugfes para tubos de
quartzo, que foram tapados com parafilme. Posteriormente, os tubos foram colocados
num suporte adequado e submetidos a irradiacdo, num simulador solar Solarbox, com

uma irradiacéo constante de 550 W/m?.

Para estudar o efeito da irradiacdo ao longo do tempo, todas as solugdes referi-
das anteriormente foram sujeitas a tempos de irradiacdo crescentes: 0, 1, 3, 6, 12, 24,
48 e 72 h respetivamente. Para cada experiéncia, realizaram-se trés réplicas (ensaio 1,
2 e 3), ndo simultaneas sob as mesmas condic¢des. Por outro lado, em paralelo com
cada experiéncia foi realizado um controlo, o qual foi submetido exatamente as mes-
mas condigdes que a experiencia, exceto pela auséncia de irradiacdo, que foi evitada

revestindo os tubos de quartzo correspondentes com folha de aluminio.

Apds a irradiacdo, as solucdes foram analisadas por cromatografia liquida de
elevada eficiéncia, acoplada ao espectrometro ultravioleta visivel (HPLC/UV-Vis),

conforme as condi¢des descritas no capitulo seguinte.
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4.1 Optimizacao das condicdes de analise no HPLC

As condigdes de anélise por HPLC, sobretudo no que diz respeito ao eluente
foram testadas inicialmente com base no procedimento utilizado por Romero et al.
(2010) para a determinacdo de metoprolol durante a sua degradacdo fotocatalitica em
agua, usando TiO, como catalisador. Nesse estudo os autores utilizaram também uma
coluna C;g e uma combinacdo de dois solventes, acetonitrilo e gua, numa proporcao
de 80:20, mas ndo mostraram qualquer cromatograma obtido. Na tentativa de reprodu-
zir as condi¢cdes mencionadas por Romero et al. (2010) verificou-se que os cromato-
gramas obtidos apresentavam uma banda larga com uma enorme cauda e que sugeria a

presenca de dois picos mal resolvidos.

Para resolver o problema, foram experimentadas novas condi¢bes de elui¢do
baseadas no estudo desenvolvido por Basci et al. (1998) sobre a optimizacao de dife-
rentes tipos de fase mdvel na separacdo de varios beta-bloqueadores por HPLC. Estes
autores usaram uma fase movel com pH ajustado a 3,0. Nesse estudo os autores utili-
zaram uma fase mdvel constituida por 3 solventes: metanol, acetonitrilo e solucao
tampéo KH,PO, 10 mM, pH 3,0 (15:15:70).

No entanto, no presente trabalho optou-se por testar uma fase moével com o
mesmo ajuste de pH mas constituida por um sistema binario de solventes, usando ape-
nas acetonitrilo em vez de acetonitrilo e metanol, dado néo se ter metanol de qualidade
HPLC disponivel. Testou-se uma proporc¢do de solucdo tampdo préxima da usada por
Basci et al. (1998), tendo-se usado uma mistura de acetonitrilo: solugdo tampao 20:80.
Em relagéo ao ajuste do pH da fase movel ndo existe nenhum estudo sistematico, mas
outros autores referidos no artigo de revisao de Ternes et al. (2001), preferiram o uso
de um pH mais elevado 7,5, de forma a garantir que o metoprolol fica sem carga, isto é
nem o grupo OH fica desprotonado nem o grupo aminico fica protonado. A existéncia
de carga na molécula de metoprolol podera reduzir o seu tempo de retencdo, mas este
depende também da percentagem de solugdo aquosa tampédo na mistura eluente. Ao
rever o procedimento experimental verificou-se que tinha havido um erro no procedi-
mento de ajuste do pH, pelo que o pH do tampéo era 4,7 e ndo 3,0. Dado que com a
fase movel referida anteriormente (acetonitrilo: tampéo de pH 4,7 na proporcao 20:80)

se conseguiu obter um pico estreito e simétrico para o metoprolol, com tempo de
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retencdo de aproximadamente 13 minutos, como se pode ver na figura 2, onde se apre-
senta o cromatograma de uma solucao padrdo 10 mg/L de tartarato de metoprolol, ado-
taram-se entdo estas condicdes de elui¢do. Fez-se uma reta de calibracdo com padrbes
de concentracGes entre 10,087e 60,522 mg/L tendo-se obtido um coeficiente de corre-
lacéo de 0,9999 e um limite de detecdo (LD) de 1,85 mg/L.

Pico do metoprolol

Pico do solvente

Figura 2: Cromatograma obtido da solucéo padréo de metoprolol 50 mg/L para as
seguintes composicdes de fase movel: acetonitrilo/solucdo tampéo (20:80) V/V.

No entanto, ap6s algumas experiéncias preliminares relativas a fotodegradacao do
metoprolol em &gua, comecaram a surgir problemas no HPLC associados ao uso de sal
na solucdo tampao. Mesmo com um elevado tempo de lavagem da coluna no final de
cada dia de trabalho, a acumulacéo de sais foi ocorrendo, o0 que obrigou a limpeza do
diafragma da bomba e da valvula de purga. Por esta razdo, tentou-se alterar, mais uma
vez, as condicOes de eluicdo substituindo a mistura acetonitrilo: tampdo KH,PO, 10
mM por uma mistura acetonitrilo: &gua contendo &cido formico (HCOOH) 0,1% V/V,
tendo por base o trabalho de Gémez et al. (2007) que usaram uma fase mével consti-
tuida por acetonitrilo: &gua com pH ajustado com acido férmico 0,1% para separar
varios produtos farmacéuticos incluindo o atenolol, numa coluna cromatogréfica Cjs.
Note-se que o atenolol, embora tenha diferencas estruturais relativamente ao metopro-
lol, também contém o mesmo grupo etanol amina. A adi¢cdo de HCOOH 0,1% faz com
que o pH final da fase mével seja aproximadamente 3,0, isto é, igual ao utilizado por
Basci et al. (1998), mas sem necessidade de adicionar sais. Apds testar varias propor-

cOes acetonitrilo: agua com &cido formico 0,1%, optou-se por usar uma proporgao
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10:90, com a qual se obteve um pico cromatografico estreito e aproximadamente simé-
trico para o metoprolol, com um tempo de retencdo de cerca de 10 minutos conforme

mostra na figura 3.

Pico do Pico do metoprolol

rotverte \ “

e e - A e o
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Figura 3: Cromatograma da solucdo padrdo de metoprolol 50 mg/L para a fase movel:
acetonitrilo/ 4gua (10:90) V/V, acidificado com 0,1% de HCOOH.

De modo a escolher as melhores condi¢cdes de eluicdo, comparou-se a reta de
calibracdo obtida usando esta fase movel com a reta obtida usando a fase mdvel aceto-
nitrilo: solucdo tampdo KH,PO,4 10 mM, pH 4,7. Para a reta de calibragdo em que foi
usada acetonitrilo: solucdo tampédo KH,PO4 10 mM, pH 4,7, em que as concentragdes
dos padr@es varariam entre 10,919 e 65,514 mg/L, foi obtido um coeficiente de corre-
lacdo de 0,9993 e um LD de 3,93 mg/L. Em relacdo a reta de calibracdo em que foi
usada acetonitrilo: 4gua, com pH ajustado com acido formico 0,1%, as concentragdes
dos padrdes variaram entre 10,388 e 62,328 mg/L tendo-se obtido um coeficiente de
correlacdo de 0,9994 e um LD de 2,04 mg/L.

Os resultados obtidos mostraram uma boa correlacdo nas duas condicGes de

eluigéo estudadas.

Uma vez que a utilizacdo de solvente acidificado com HCOOH (0,1% V/V) é
um procedimento mais rapido e que oferece menos problemas, optou-se pela sua utili-

zacdo em relacdo ao uso da solucéo tampéo KH,PO,.
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4.2 Quantificacdo do metoprolol por HPLC: Retas de calibracéo e

limites de detecdo

Como ja foi indicado, através da diluicdo da solucdo padrdo de metoprolol de
100 mg/L em agua Milli-Q, prepararam-se os padrdes com as concentracdes de 10; 20;
30; 40; 50 e 60 mg/L para construir as retas de calibracdo. Na figura 4, a titulo de
exemplo apresenta-se uma dessas retas de calibracdo utilizada na quantificacdo do
metoprolol em agua, com a fase movel acetonitrilo: agua 10:90 V/V contendo 0,1% de

acido férmico.

350000
300000
250000
§ 200000
< 150000
100000
y =4892,6x - 557,6
50000 R2=0,9988
0
0 10 20 30 40 50 60 70
Concentragdo dos padrdes (mg/L)

Figura 4: Reta de calibracdo para a quantificagdo do metoprolol em solugdo aquosa
para a fase mével acetonitrilo: 4gua, acidificado com HCOOH 0,1% (10:90) V/V.

Uma vez que foram efetuadas retas de calibracdo sempre que necessario, foram
obtidos diversos valores do coeficiente de correlagdo (r) e do limite de dete¢do (LD),
associados as mesmas. Os coeficientes de correlacdo (r) determinados foram superio-

res a 0,9995. Os valores de LD calculados a partir da expresséo (Miller & Miller):

D= 3x Sy/x

m (1.21)

S

onde “y/xé o desvio padrdo residual da reta de calibracdo e m é o declive da

mesma.
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A conversdo para unidades de concentracéo foi feita dividindo o desvio padrdo
residual pelo declive da reta. O LD calculado variou entre 1,19 e 3,14 mg/L para uma

gama de concentracfes de padrdes de 10-60 mg/L.

Para a andlise da repetibilidade do sistema de HPLC/UV, efetuaram-se injecdes
consecutivas da mesma solucdo padrdo mantendo as mesmas condi¢Oes de operacao e
equipamento. Também se efetuaram injecdes de solucdo padrdo em diferentes dias,
usando diferentes lotes de solventes (fase mdvel preparada em diferentes condicdes) a

fim de analisar a reprodutibilidade da anélise.

Convém salientar-se que as retas de calibracdo nao foram feitas todos os dias,
tendo-se feito uma reta de calibracdo para cada semana de trabalho. No entanto, todos
os dias foram injetados 2 padrdes de controlo que eram preparados de fresco, e as res-
petivas concentragdes foram determinadas a partir das areas do pico do metoprolol nos
respetivos cromatogramas da equacdo de reta em uso. Sempre que as concentracoes
assim calculadas para os dois padrfes nao diferiam mais de 5,0% em relacdo ao valor
real da concentracdo das solucdes preparadas, considerava-se que a reta de calibracéo

continuava valida para as analises desse dia.

4.3 Fotodegradacéo de solugdes de metoprolol 50 mg/L em &gua

Conforme ja foi referido anteriormente, as solucdes de metoprolol foram sujeitas
a diferentes tempos de irradiacdo, sendo simultaneamente colocadas no sistema de
irradiagdo as solugdes de controlo (tubos com solugdo embrulhados em papel alumi-
nio), de modo a confirmar que a degradacdo do composto é devida a irradiacdo no
simulador solar SolarBox e ndo ocorrem no escuro. Todas as solu¢des foram analisa-
das no HPLC-UV em triplicado (3 injecGes), verificando-se que as variagdes de con-
centraces determinadas nas 3 réplicas (3 injecdes) foram inferiores a 5,0%. Todos 0s
resultados apresentados em seguida referem-se a média das concentragdes correspon-

dentes a 3 injegdes.
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Como os ensaios (ensaio 1, 2 e 3) foram efetuados em dias diferentes, assim
como as solucgdes a irradiar foram preparadas a partir de solugdes-mae diferentes, com
concentragdes aproximadamente 50 mg/L, mas que ndo foram exatamente iguais, as
concentragdes (C) das solugOes sujeitas a diferentes tempos de irradiacdo, foram nor-

malizadas em relacdo a concentragdo inicial (Co).

Na figura 5 encontra-se representada a variagdo da concentragdo do metoprolol
normalizada em relacdo a concentragdo inicial (C/Co), nas solugdes de controlo ao
longo do tempo de irradiacdo dos ensaios. Da analise da figura, conclui-se que nao se
observam variacgdes significativas na concentracdo das solucbes de metoprolol revesti-
das com papel de aluminio e colocadas no sistema de irradiacdo, estando sujeitas as
mesmas condi¢des do que as solugbes irradiadas, mas sem receber a radiagdo. Para
todos os tempos de irradiagdo, a concentracdo de qualquer dos controlos néo variou
em relacdo a concentracdo inicial (Cp) mais de 5,0%. Logo quaisquer variagdes obser-
vadas nas soluces irradiadas sdo atribuiveis a rea¢fes provocadas pela luz solar simu-
lada.

I
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H 1%ensaio CT
m2°ensaio CT

m3%ensaio CT

o
~

o
N

Concentracdo normalizada C/C0O
o
o

o

0 1 3 6 12 24 48

Tempo de irradiacéo (h)

Figura 5: Razéo entre as concentracGes das solugcbes de controlo (CT) e a concentra-

c¢do inicial (Co) ao longo do tempo para 0s ensaios, 1, 2 e 3 respetivamente.

Para as solugdes sujeitas a radiacdo solar simulada, a variagdo da concentragédo
de metoprolol normalizada em relagdo a concentracédo inicial (C/Co), em funcdo do

tempo de irradiacdo (h) encontra-se representada na figura 6. A figura ndo evidéncia
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qualquer alteragdo na concentracdo do metoprolol ao longo de todo o periodo de irra-
diacéo.
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Figura 6: Variacdo da concentragdo do metoprolol normalizada em relagdo a concen-

tracdo inicial (C/Cy) ao longo do tempo de irradiacéo (h).

A fim de confirmar que a degradacdo do metoprolol ndo ocorre, ou ocorre em
extensdo ndo detetavel, no periodo de tempo considerado, fez-se uma comparacao das
médias dos valores de C/C, para diferentes tempos de irradiacdo através de uma anali-
se de variancia (ANOVA) a uma dimensdo, cujos resultados estdo apresentados na
tabela 5. Os resultados obtidos permitem concluir que ndo ha diferencas significativas
entre os valores médios de C/C, para diferentes tempos de irradiacdo. Com um inter-
valo de confianga de 95% (N = 7) 0 Fcaiculado < Feritico, POrtanto podemos concluir que
ndo houve degradacao da solugcdo metoprolol até final das 48 horas de irradiagéo.

Tabela 5: ANOVA a uma dimensdo referente a média da concentracdo normalizada

CIC,da solucdo de metoprolol em agua.

ANOVA
Fonte de variagdo sQ gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 3,20E-03 6 5,20E-04 9,10E-01 5,16E-01 2,847

Dentro de grupos 8,00E-03 14 5,70E-04

Total 1,12E-02 20
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De acordo com os resultados experimentais obtidos por Liu et al. (2009), nos
seus estudos de fotodegradacao de beta-bloqueadores em aguas, o metoprolol apresen-
tava uma degradacéo lenta em agua desionizada, sob a acdo solar e de que seguia uma
cinética de pseudo - primeira ordem com uma constante de velocidade (K) de 4,6x107
h™ e um tempo de meia-vida (t 1) de 159 h. A concentracéo das solucées de metopro-
lol para a irradiacdo foi de 1 e 100 pg/L. Para a irradiacdo das amostras, Liu et al.
(2009) utilizaram um simulador solar equipado com uma lampada de Xénon (A 295-

800 nm) e o tempo méximo de irradiacdo foi de 7 dias.

A partir da constante cinética obtida pelos autores acima referidos, calculou-se

a percentagem de degradacdo esperada para esta experiéncia, ou seja:

% de degradacéo = (1 - CEJ x100 (1.22)

0

C . : .
onde C é calculada através da seguinte expressao:
0

C
In—=—kxt 1.23
o=k (129

0

onde k = 4,6 x10° h™* (de acordo com a experiéncia de Liu et al., 2009);

Tendo em conta os resultados de Liu et al. (2009), a percentagem de degrada-
cdo do metoprolol que seria de esperar até ao final de 48h de irradiacdo (duragdo
méaxima dos ensaios de irradiacdo no presente trabalho) seria de 22%. Assim, os resul-
tados aqui obtidos nesta experiéncia ndo estdo de acordo com os resultados obtidos por
Liu et al. (2009), uma vez que ndo se observou degradacdo ate ao final das 48 h de
irradiacio com o simulador solar. E de salientar que as condi¢@es experimentais usa-
das por Liu et al. (2009) foram diferentes das condi¢Oes usadas neste presente traba-
Iho. Uma vez que Liu et al. (2009) usaram uma irradiancia inferior abrangendo sensi-
velmente a mesma zona espectral (295-800 nm) utilizada no presente trabalho por isso

pressupde-se que o facto de ndo termos observado fotodegradacdo direta ndo se deve a
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diferenca na irradidncia utilizada, pois nesse caso seria de esperar uma percentagem de
degradacdo superior no presente trabalho. O facto de no presente trabalho nédo se ter
observado degradacdo contrariamente ao que seria de esperar com base nos resultados
de Liu et al. (2009) podera ser atribuido ao facto de estes autores terem usado concen-
tragcOes iniciais do metoprolol bastante mais baixas, uma vez que a concentragao ini-
cial pode influenciar a cinética de degradacao, assunto este que sera discutido um pou-
co mais a frente.

No entanto, é de salientar que consideramos que 0s nossos resultados estdo de
acordo com o que seria de esperar, na nossa opinido, pois o metoprolol ndo absorve
acima dos 290 nm (Piram et al., 2008a) e ndo € portanto de esperar que sofra fotode-
gradacdo direta pela luz solar, o que, alias, foi também observado por Piram et al.
(2008a). E ainda de salientar que Liu et al. (2009) concluiram em seus estudos de
fotodegradacdo de beta-bloqueadores em &guas que a degradacdo do metoprolol em
agua de rio era de duas a quatro vezes mais rapida do que em agua desionizada. Este
fato foi associado pelos referidos autores a presenca de fotossensibilizadores, ndo ten-
do, no entanto, feito quaisquer estudos com vista a identificacdo destes fotossensibili-
zadores e do seu efeito. Assim, no presente trabalho procurou-se estudar o efeito de
alguns constituintes de aguas naturais na fotodegradacdo do metoprolol, assunto que

sera desenvolvido nos subcapitulos seguintes.

4.4 Efeito do nitrato na degradacéo do metoprolol em agua

Para estudar o efeito do nitrato (NO3") na degradacdo do metoprolol em agua foi
utilizada uma concentragdo de 10 mg/L de NOs e 50 mg/L de concentracéo inicial de

metoprolol, conforme foi descrito na secgdo na 3.5.3.

Na figura 7, apresentam-se os valores da concentragdo normalizada das solugdes
do metoprolol (C/Cyp) na auséncia e na presenca de NOj3™ respetivamente, em fungéo do

tempo de irradiacéo.
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Figura 7: Comparagéo da fotodegradacéo do metoprolol na auséncia (SM 1°%nsaio,

SM 2%nsaio e SM 3%nsaio) e na presenca do NO3 (SM+N 1%nsaio, SM+N 2°nsaio e

SM+N 3%nsaio), ao longo do tempo de irradiacao.

Para confirmar que a degradacdo do metoprolol na presenca de nitrato € signi-

ficativa, fez-se uma comparacdo das médias dos valores de C/C, para diferentes tem-

pos de irradiacdo através de uma andlise de variancia (ANOVA) a uma dimenséo,

cujos resultados estdo apresentados na tabela 6. Os resultados obtidos permitem con-

cluir que ha diferencas significativas entre os valores médios de C/C, para diferentes

tempos de irradiacdo. Com um intervalo de confianca de 95% (n = 7) 0 Fcaicutado > Feriti-

o, POdemos portanto concluir que ocorreu a fotodegradacdo durante o tempo de irra-

diacéo estudado, e que as diferencas observadas no final da irradiagdo mostram um

efeito sensibilizador do nitrato na fotodegradacéo do metoprolol.

Tabela 6: ANOVA a uma dimenséo referente a média da concentracdo normalizada C/C, da

solugéo de metoprolol na presenca de nitrato.

ANOVA

Fonte de variagdo sQ gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 1,62E-01 6 2,71E-02 32,501 1,93E-07 2,847
Dentro de grupos 1,17E-02 14 8,30E-04

Total 1,74E-01 20
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Na presenga de NOs’ foi observado um ligeiro decréscimo da concentragdo do
metoprolol em relacdo aos tempos finais de irradiacdo (a partir das 24h). Na tentativa
de verificar se a fotodegradacdo na presenca de nitrato (SM+N 1%nsaio, SM+N
2%nsaio e SM+N 3°%nsaio) ao longo do tempo, seguia uma cinética de pseudo - pri-
meira ordem, representou-se In C/Cy em fungéo do tempo de irradiacdo para as solu-
coes de metoprolol (Co ~ 50 mg/L) na presenca de NO3™ (10 mg/L), conforme se pode

ver na figura 8.

Na figura 8 apresentam-se os valores de In C/Cy em funcdo do tempo de irra-

diagéo para as solugdes de metoprolol (Co ~ 50 mg/L) na presenga de NO3™ (10 mg/L).
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Figura 8: Resultados experimentais referentes a degradacdo do metoprolol (Cq ~ 50
mg/L) na presenca de NO3; (10 mg/L), ajustados aos modelos cinéticos de pseudo - primeira

ordem param 0s respetivos ensaios (1, 2 e 3).

Na tabela 7 apresentam-se os coeficientes de correlacdo (R?) para cada um dos ensaios
as constante cinética k, para cada um dos ensaios de degradacéo (1%nsaio, 2%nsaio e

3%nsaio).
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Tabela 7: Coeficientes de correlacdo (R?) e constantes cinéticas (K) da solugdo metoprolol na

presenca de NOs'para cada um dos ensaios

Ensaios Coeficientes de correlacdo (R°)  Constante cinética, k h™
1° ensaio 0,9746 5,2x107
2° ensaio 0,9148 7,1x10°°
3° ensaio 0,9838 6,3x10°

Para cada um dos ensaios 1, 2 e 3, obteve-se um ty, de 98, 133 e 154 h, respe-
tivamente. Nesta experiéncia, a percentagem de degradacdo do metoprolol ao fim de
48h e na presenca de nitrato é de cerca de 25%, 0 que mostra um efeito fotossensibili-

zador reduzido do nitrato.

Desconhecemos a existéncia de estudos sobre o efeito do nitrato na fotodegra-
dacdo do metoprolol. No entanto, estudos com outros beta-bloqueadores tém eviden-
ciado efeitos opostos. Assim, Andreozzi et al. (2003), num estudo sobre a presenca de
farmacos em efluentes de ETARS e a fotodegradacédo de alguns deles (como a carba-
mazepina, diclofenac, acido clofibrico, ofloxacina, sulfametoxazol e propranolol) em
solugédo aquosa, e sob a acdo da luz solar, verificaram que na presenca de NO3z™ (5,0 -
15,0 mg/L), o propranolol foi o Unico dos farmacos estudados que ndo sofreu uma
reducdo no t+, ou seja, uma aceleracdo na sua fotodegradacdo. Chen et al. (2009) tam-
bém ndo se observaram qualquer efeito do nitrato na fotodegradacdo do propranolol
em solucdo aquosa, por irradiagdo com lampada de Xénon e filtros para a eliminacao
da radiacdo abaixo de 300 nm. Pelo contrario, Ji et al. (2012) observaram efeito fotos-
sensibilizador do nitrato na fotodegradacdo do atenolol em solucdo aquosa, sob acdo
de luz solar simulada, e demonstraram que esse efeito era atribuivel a producéo de

radicais ‘OH induzida pela presenca de nitrato.
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4.5 Efeito de &cidos fulvicos na degradacdo do metoprolol em agua

Para este estudo prepararam-se solucdes de metoprolol de 50 mg/L onde se adi-
cionou acidos fulvicos (AF) 10 mg/L, conforme descrito na secgdo 3.5.2.

Na figura 9 apresentam-se os valores de C/C, das solugdes de metoprolol na
auséncia de &cidos fulvicos e na presenca de acidos fulvicos em funcdo do tempo de
irradiacdo. A figura mostra que ha um decréscimo na concentragdo das solucbes de
metoprolol na presenca de acidos fulvicos, sobretudo a partir das 12 horas de irradia-
cao. Estes resultados mostram que os acidos falvicos induzem a degradacdo do meto-

prolol, a qual ndo ocorre na auséncia dos mesmos.
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Figura 9: Comparacdo da degradacdo do metoprolol na auséncia (SM 1%nsaio, SM
2%nsaio e SM 3%nsaio) e na presenca dos acidos fulvicos (SM+AF 1°nsaio, SM+AF

2%nsaio e SM+AF 3%nsaio) ao longo do tempo de irradiacéo.

Para avaliar os resultados experimentais da fotodegradacdo do metoprolol na
presenca de acidos fulvicos (SM+AF 1°%nsaio, SM+AF 2%nsaio e SM+AF 3%nsaio)
ao longo do tempo, foi testado um modelo cinético de pseudo - primeira ordem, con-
forme mostra a figura 10. Nesta figura apresentam-se os valores de In C/Cy em fungéo
do tempo de irradiacdo para as solu¢bes de metoprolol (C, ~ 50 mg/L) na presenca
acidos fulvicos (10 mg/L).
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Figura 10: Resultados experimentais referentes a degradacéo do metoprolol (C, ~ 50

mg/L) na presenca de acidos fulvicos (10 mg/L), ajustados aos modelos cinéticos de pseudo -

primeira ordem param os respetivos ensaios (1, 2 e 3).

Na tabela 8 apresentam-se os coeficientes de correlagdo (R?) e as constantes cinéticas

(K), para cada um dos ensaios de degradacdo (1°ensaio, 2°%nsaio e 3°nsaio).

Tabela 8: Coeficiente de correlagdo (R?) e constantes cinéticas (k) das solucdes metoprolol na

presenca de &cidos fulvicos para cada um dos ensaios.

Ensaios Coeficientes de correlacdo (R)  Constante cinética (K, h™)
1° ensaio 0,9747 2,69x10°
2° ensaio 0,9148 2,34x10°
3° ensaio 0,9838 2,88x10%

Para o calculo do tempo de meia-vida, t 1> que se traduz no tempo necessario

para degradar 50% da concentragéo inicial. O tempo de meia vida t,, pode ser assim

calculado:

(1.24)
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Os t 1, obtidos para cada um dos ensaios (1%nsaio, 2%nsaio e 3%nsaio) con-
forme a expressao descrita anteriormente (1.24), foram de 26, 30 e 24 h respetivamen-

te.

Neste estudo, verifica-se que o metoprolol na presenca dos acidos fulvicos em
agua se degrada, quando comparado com o metoprolol na auséncia de acidos fulvicos,
apresentando uma percentagem média de degradacdo (para os trés ensaios) de cerca de
69%, apds 48 h de irradiacdo. Portanto, os &cidos fulvicos s@o sensibilizadores na

degradacdo do metoprolol.

Os resultados obtidos neste estudo estdo de acordo com os estudos desenvolvi-
dos por Piram et al. (2008a). Estes autores, compararam a fotodegradacao de diversos
beta-bloqueadores em &gua pura e em efluentes de ETAR. No caso do metoprolol,
verificaram que estes ndo se fotodegradava em agua desionizada mas em trés efluentes
de ETAR distintos, os t 1, calculados por estes autores para 0 metoprolol foram de 20,
20 e 48 h, respetivamente. Os autores atribuiram a fotodegradacdo do metoprolol em
efluentes a presenca de fotossensibilizadores nos mesmos, mas ndo conseguiram esta-
belecer qualquer relacéo entre a velocidade de degradacgdo e a concentragdo de matéria

organica dissolvida.

Também Liu et al. (2009), observaram uma maior velocidade de fotodegrada-
cao de metoprolol, propranolol e atenolol em aguas de rios do que em &gua desioniza-
da, facto que atribuiram a mecanismos fotocataliticos nas dguas dos rios. Os mesmos
autores obtiveram correla¢fes positivas significativas entre a concentracdo de matéria
organica dissolvida em agua de rios e a constante cinética de degradacgdo (k) do meto-
prolol e do propranolol nessas aguas, mas correlacdes negativas significativas no caso
do atenolol, o que suscita algumas duvidas sobre os varios tipos de fotossensibilizado-
res que podem ser responsaveis pela aceleracdo da fotodegradacdo destes beta-
blogueadores. Andreozzi et al. (2003), através de experiéncias de fotodegradacéo sob
a acdo da luz solar em solugdes sintéticas na presenga e na auséncia de acidos himicos
comerciais verificaram que acidos humicos comerciais (5,0 mg/L) atuavam como sen-
sibilizadores na fotodegradacéo do propranolol. Também Chen et al. (2009) estudaram
o efeito de acidos humicos e de &cidos fulvicos comerciais na fotodegradacéo de pro-

pranolol e verificaram que enquanto os acidos hiumicos nao provocavam efeito fotos-
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sensibilizado na degradacdo, os acidos fulvicos aceleravam consideravelmente a

degradacéo.

Convém salientar que os trabalhos acima referidos sobre o estudo da degradacéo
do metoprolol tanto em aguas como em efluentes de ETARs, ndo mencionam a dete-
¢do ou identificacdo de quaisquer produtos de degradacdo, com excegdo do trabalho
desenvolvido por Liu et al. (2009), onde foram detetados quatro grupos principais de
produtos de fotodegradacdo do metoprolol. Com base em espectros de massa 0s auto-

res propuseram a formacao dos produtos indicados na figura 11.

Metoprolol (protonado)

Figura 11: Estruturas propostas para a degradacdo do metoprolol em &gua dos rios: m/z 226 e
m/z 254 (adaptado por Liu et al. 2009).

No presente trabalho, optou-se entdo por analisar os cromatogramas, a varios
comprimentos de onda de detecdo, das solu¢bes de metoprolol irradiadas na presenca
de &cidos fulvicos a fim de detetar eventuais produtos de degradacao ao longo do tem-

po de irradiacdo, conforme serd descrito mais a frente.
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4.6 Detecdo de produtos de degradacdo do metoprolol na presenca

de acidos fulvicos

Na tentativa de detetar os possiveis produtos de degradacdo do metoprolol na
presenca de &cidos fulvicos, analisaram-se 0s cromatogramas a 222 nm ao longo do
tempo de irradiagéo de solugdes de metoprolol 50 mg/L. Na figura 12, apresenta-se
um cromatograma da solucdo de metoprolol na presenca de acidos fulvicos ao fim das
12 h de irradiacao.

Pico do Pico do meto-
solvente \ prolol
Pico 1
Pico 2
/ Pico 3
r'4
o - " van
0 100 200 300 400 500 600 700 800

Tempo (segundos)

Figura 12: Cromatograma da solucéo de metoprolol na presenga dos falvicos com ao

fim de 12 h de irradiag&o.

Conforme se pode ver no cromatograma anterior, ao fim de 12 horas de irra-
diacdo, aparecem trés picos adicionais para além do pico do metoprolol e do solvente.
O primeiro pico apresenta um tempo de retencdo (t;) de 3,65 minutos, e apresenta-se
proximo do pico do solvente. O segundo apresenta tempos de retengéo (t;) de 3,95
minutos, e o terceiro apresenta um tempo de retencdo de 4,70 minutos. A visualizacdo
simultanea dos trés picos s6 é possivel a comprimento de onda de 222 nm. No entanto,
fizeram-se 0s espectros aos tempos de retencdo de cada pico a fim de identificar o
méaximo de absor¢do de cada composto. Estes espectros estdo apresentados nas figuras
13,14 ¢ 15.
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Figura 13: Espectro do produto correspondente ao pico 1 (t, = 3,65 min) da solugao

metoprolol na presenca de acidos falvicos ao fim de 12 h de irradiacéo.
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Figura 14: Espectro do produto correspondente ao pico 2 (t, = 3,95 min) da solucédo

metoprolol na presenca de &cidos fulvicos ao fim de 12 h de irradiagdo.
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Figura 15: Espectro do produto correspondente ao pico 3 (t,= 4,70 min) da solucéo
metoprolol na presenca de &cidos fulvicos ao fim de 12 h de irradiagdo.

Na figura 16, apresenta-se um exemplo de cromatograma expandida da solugéo
metoprolol na presenca de acidos fulvicos ap6s 12 h de irradiacdo com detecdo a 222

nm, para uma melhor visualizacdo dos picos de degradacéo.

o

100 200 300 400 500 600 700 800

Figura 16: Cromatograma (expandido) da solucdo de metoprolol na presenca dos ful-

vicos ao fim de 12 h de irradiacéo.

Com o intuito de confirmar que 0s picos que aparecem no cromatograma acima
indicado (figura 12) s@o devidos a degradacdo do metoprolol e ndo dos acidos fulvicos

preparou-se uma solucdo de acidos fulvicos 10 mg/L, tal como foi descrito na seccao
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3.5.2, a qual foi irradiada durante os mesmos tempos que as solu¢des de metoprolol
sendo posteriormente analisada no HPLC/UV-Vis. Os cromatogramas das solugdes de
acidos fulvicos ndo apresentam quaisquer picos aos tempos de retencdo do metoprolol

e dos seus produtos de degradagéo, como se pode ver na figura 17.

A solugéo de metoprolol irradiada na auséncia de acidos fulvicos também néo
apresenta quaisquer picos aos tempos de retengdo dos produtos de degradacdo ante-
riormente referidos, conforme esta indicado na figura 18, o que estd de acordo com o
facto de ndo se ter observado qualquer degradacdo significativa do metoprolol na
auséncia de acidos falvicos. Podemos portanto concluir que os picos 1, 2 e 3, ante-
riormente referidos sdo produtos de degradacdo do metoprolol.

Pico do solvente

~ A —— | W - ron

200 300 ‘ 400 500 600 700 800

Tempo(segundos)

Figura 17: Cromatograma com detecdo a 222 nm da solugdo de acidos fulvicos ao fim
de 48 h de irradiacao.
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Figura 18: Cromatograma com detecdo a 222 nm da solucdo de metoprolol na ausén-

cia de cidos fulvicos ao fim de 12 h de irradiacéo.

Os resultados obtidos nesta experiéncia, estdo em grande parte de acordo com
0 estudo de Liu et al. (2007), no qual estes autores propuseram a formagdo de quatro
produtos de degradacgédo do sucinato de metoprolol em aguas de rios. Além desses qua-
tro produtos de degradacao, estes autores propuseram a formacao de pelo menos mais
dois produtos resultantes da oxidacdo do anel aromatico, semelhante ao efeito verifi-
cado no caso da degradacéo do propranolol. Os mesmos autores propuseram a forma-
cao de quatro produtos de degradacdo do metoprolol em agua dos rios, com base na
razdo m/z mas ndo SO propuseram a estrutura para dois deles (Liu et al., 2009). No
subcapitulo seguinte, sera discutido o efeito dos sequestradores de radicais ‘OH e de
0, na degradacdo do metoprolol na presenca de acidos falvicos, a fim de elucidar o
mecanismo pelo qual ocorre a degradacdo do metoprolol e a consequente formacéo de

produtos.

4.7 Efeito dos sequestradores de radicais *OH e de 'O, na fotode-

gradacdo do metoprolol na presenca de acidos falvicos.

Para avaliar a via pela qual os acidos fulvicos promovem a fotodegradacédo do
metoprolol realizaram-se experiéncias na presenca de sequestradores, especificos de
radicais “OH (manitol) e de 'O, (azida de sédio). Na figura 19, apresentam-se os valo-
res da concentracdo normalizada (C/Cy) da solugdo metoprolol (Cp ~ 50 mg/L) com
acidos fulvicos, na auséncia e na presenca de manitol 25 mM em funcéo do tempo de
irradiagdo. Como se referiu anteriormente o manitol é um sequestrador de radicais
"‘OH.
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Figura 19: Comparacéo da degradacdo do metoprolol com &cidos fulvicos na ausén-

cia (SM+F) e na prese

nca do manitol (SM+F+MAN).

Na figura 20, apresentam-se os valores da concentracdo normalizada (C/Cy) da

solucdo metoprolol (Co ~ 50 mg/L) com &cidos fulvicos, na auséncia e na presenca de

azida de sodio (NaN3) 0,5 mM respetivamente em funcdo do tempo de irradiacdo.

Conforme ja foi referido anteriormente a NaN3 é um eficiente sequestrador de oxigé-

nio singleto (*O.), e portanto, se 0 mecanismo envolver a reacdo com ‘O,, a fotode-

gradacdo do metoprolol devera diminuir.
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Figura 20: Comparacéo da degradacdo do metoprolol com &cidos fulvicos na
auséncia (SM+F) e na presenca (SM+F e SM+F+NaN3) de NaNs.
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Atraveés da analise da figura 20, pela comparagédo da degradacdo do metoprolol
com &cidos fulvicos na presenca e na auséncia de NaNs, pode-se verificar que ocorre
uma diminuicdo evidente da degradacdo na presenca de azida, 0 que sugere que O
mecanismo pelo qual ocorre a degradacdo do metoprolol na presenca de acidos falvi-
cos envolve 0 'O, O efeito da azida é consideravelmente mais acentuado do que o
efeito do manitol. Assim, ao fim de 72 h a percentagem de degradacdo do metoprolol
na presenca de acidos fulvicos 69%, diminuindo para 54% na presenca de manitol e

para 22% na presenca de azida.

No global, os resultados obtidos apontam para que o0 oxigénio singleto seja a
principal espécie reativa responsavel pela fotodegradacdo indireta de metoprolol na

presenca de acidos fulvicos, embora os radicais "“OH possam estar também envolvidos.

Como foi anteriormente referido na seccéo 4.5 do presente trabalho, Chen et al.
(2009) estudaram o efeito de acidos humicos e acidos fulvicos comercias na fotode-
gradacdo de propranolol e verificaram que os acidos falvicos aumentavam significati-
vamente a velocidade de fotodegradacdo do propranolol em solucdo aquosa. Os mes-
mos autores verificaram que os estados tripletos de acidos fulvicos eram a principal
espécie reativa responsavel pela fotodegradacao indireta do propranolol. Desconhe-
ciam-se, a data de realizacdo da maior parte do presente trabalho, quaisquer estudos
sobre o efeito das substancias himicas na fotodegradacdo de metoprolol. No entanto,
recentemente fomos confrontados com um trabalho sobre o efeito de &cidos fulvicos
comerciais extraidos de carvado na fotodegradacdo de metoprolol e atenolol (Chen et
al., 2012). Estes autores observaram também que a fotodegradacao indireta na presen-
ca de acidos falvicos, era acelerada, o que esta de acordo com os resultados obtidos no
presente trabalho. Ainda mais recentemente Wang et al. (2012), estudaram o efeito de
matéria organica natural aquatica fornecida pela “International Humic Substances
Society ” na fotodegradacdo de atenolol, metoprolol e nadolol sob acdo de luz solar
simulada. No caso especifico do metoprolol, observaram fotodegradacdo direta com
uma constante de velocidade de 2, 78x107 s (t 1, de 29 dias), 0 que esta em desacor-
do com os nossos resultados e os de Chen et al. (2012) segundo os quais a fotodegra-
dacdo direta do metoprolol praticamente ndo ocorre. No entanto, estes autores também
observaram um aumento da fotodegradacdo na presenca da matéria organica natural

(&cidos fulvicos) o que esta de acordo com os resultados obtidos no presente trabalho e
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no trabalho de Chen et al. (2012). Quanto a via pela qual os &cidos falvicos promovem
a fotodegradacdo indireta do metoprolol, Chen et al. (2012), concluiram que a princi-
pal espécie reativa responsavel pela fotodegradacdo indireta é o *AF*. De facto, estes
autores estudaram o efeito da azida de sddio na fotodegradacdo do metoprolol na pre-
senca de &cidos fulvicos e verificaram que a adi¢do de azida ndo inibia a fotodegrada-
cao do metoprolol. Tal resultado levou os autores a concluir que o oxigénio singleto

ndo era a espécie reativa envolvida na fotodegradacéo indireta do metoprolol.

Da mesma forma, experiéncias conduzidas na presenca de 2-propanol como
sequestrador de radicais "OH, mostraram que este radical ndo estava envolvido na
fotodegradacdo indireta de metoprolol na presenca de substancias himicas. Por sua
vez, a remocao de O, das solucdes dos acidos fulvicos acelerou a fotodegradacdo dos
dois beta-bloqueadores, 0 que resulta de a espécie *AF* ser extremamente inibida na

presenca de oxigenio.

Os resultados do presente trabalho contrariam os resultados obtidos por Chen
et al. (2012), o que pode ser explicado devido ao facto de serem usados &cidos falvi-
cos de origem diferente em cada um dos casos. Conforme ja foi referido anteriormen-
te, as propriedades fotossensibilizadores das substancias himicas dependem em gran-

de parte da sua origem e composicao.

Em relacdo a este mecanismo de fotodegradacdo, Che net al. (2012) propuse-
ram um mecanismo para explicar a fotodegradacdo indireta do metoprolol e atenolol
na presenca de acidos fulvicos que se inicia no atomo de N, onde um eletrdo € transfe-
rido para AF* da origem a um produto (1), e estes ficam reduzidos. O produto (1) é
formado pelo intermédio do produto (1) pela transferéncia de um H. Por ultimo, o pro-

duto I11 que é formado pela clivagem das ligacbes C=N.

Wang et al. (2012), realizaram experiéncias de fotodegradacdo de trés beta-
bloqueadores (atenolol, metoprolol e nadolol) em agua na presenca de materia organi-
ca natural (NOM). A fim de elucidar os mecanismos de fotodegradagéo destes beta-
blogueadores estes autores realizaram experiéncias de fotodegradacdo na presenca de
sequestradores especificos de radicais -OH e de 'O, e da *NOM*, de onde concluiram
que as trés vias sdo importantes na fotodegradacédo do beta-bloqueador atenolol (beta-

bloqueador escolhido para estudos mais detalhados) na presenca de NOM. Estes auto-
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res sugerem que a reacéo direta com *NOM, é uma via predominante da perda destes
beta-blogueadores no meio ambiente. As vias de degradacdo envolvendo os radicas
*OH e 0 '0,, revelaram ser de menor importancia de acordo com as percentagens de
contribuicdo de cada um destas vias na fotodegradacdo dos beta-bloqueadores através
da fotolise direta e indireta.

4.8 Estudo do efeito da concentracéo na degradacéao do metoprolol

na presenca de acidos fulvicos

Para melhor detecdo dos produtos de degradacéo e recolha dos picos do croma-
tograma (recolha da fase mével a saida da coluna) com vista a uma posterior identifi-
cacdo por espectrometria de massa, decidiu-se fazer a fotodegradacdo usando solucées
de metoprolol mais concentradas. Comecou-se entdo por fazer um estudo comparativo

da cinética de fotodegradacdo com diferentes concentracgdes iniciais.

Com o objetivo de verificar se a concentracdo das solucdes de metoprolol na
presenca de acidos falvicos tem influéncia na sua fotodegradacéo, fez-se uma compa-
racdo da degradacéo utilizando duas soluc¢des de metoprolol de Cy ~ 50 mg/L e Cp ~
250 mg/L, ambas preparadas por dilui¢do das soluces conforme se encontram descri-
tos no capitulo 3. A figura 21 apresenta a variacdo da concentracdo normalizada de
metoprolol nas solugdes contendo acidos fllvicos para uma concentracdo inicial apro-
ximadamente de 50 e 250 mg/L respetivamente, em funcdo do tempo de irradiagéo.
Como se pode ver na figura 21, a degradacdo da solucdo menos concentrada (Co ~ 50
mg/L) é mais rapida do que a da mais concentrada (Cy ~ 250 mg/L), sobretudo a partir
das 12 horas de irradiacdo, quando se verifica um decréscimo muito acentuado con-

centracdo da solu¢do menos concentrada.
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Figura 21: Comparacédo da degradacdo do metoprolol com &cidos falvicos 50 mg/L e
250 mg/L.

Os resultados obtidos nesta experiéncia, estédo de acordo com os desenvolvidos
por Zhang et al. (2011), que verificaram que as percentagens de degradacdo do diclo-
fenac em &gua aumentam quando a concentracdo inicial € mais baixa. Segundo os
autores, os resultados podem ser explicados devido a competicdo para a absorcdo da
quantidade limitada de fotdes disponiveis. Isto é, porque uma vez que a concentragdo
inicial do diclofenac aumenta, mas o nimero de fotdes ndo se altera, 0 nimero de
moléculas suscetiveis de ser fotodegradadas mantém-se, e a taxa de degradacdo, neste
caso do diclofenac diminui. Portanto, podera ser também a razdo pela qual foi consta-
tado que a variacdo na concentracdo inicial do metoprolol altera a sua cinética de rea-

cao de fotodegradacao.

Na figura 22 apresenta-se o cromatograma da solucdo metoprolol com Cy ~
250 mg/L na presenca de &cidos fulvicos ao fim de 24 horas de irradiagdo. Conforme
mostra a figura 22, através dos tempos de retengdo os produtos de degradacao parecem
ser os mesmos que foram observados na figura 12 para a solugédo metoprolol na pre-

senca de &cidos fulvicos com Cy ~ 50 mg/L (solugdo menos concentrada).
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Figura 22: Cromatograma com detecdo a 222 nm da solucdo de metoprolol (C,

~ 250 mg/L) na presenca de acidos fulvicos ao fim de 24 h de irradiacéo.

Por fim, os picos foram recolhidos em varias injecdes da solucdo irradiada e o

solvente evaporado. Infelizmente, ndo foi possivel obter os espectros de massa dos

compostos até a entrega desta tese.
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Este trabalho teve como objetivo estudar a fotodegradagdo do metoprolol em
aguas, a fim de e avaliar a influéncia da presenca de &cidos falvicos e do ido nitrato.

Em primeiro lugar foi conseguido neste estudo uma optimizacdo adequada da
fase movel indispensavel na quantificacdo do metoprolol em agua. Para otimizar a fase
movel, foram testados diferentes eluentes em proporcées variaveis. A fase movel esco-
Ihida foi acetonitrilo; agua 10:90, contendo HCOOH 0,1% V/V, pois esta fase mével
foi a que apresentou melhores resultados, e condigdes experimentais na quantificagdo
do metoprolol.

No que diz respeito & cinética de fotodegradacdo do metoprolol foi possivel
verificar que o metoprolol praticamente ndo é degradado pela luz solar simulada, mas
nas mesmas condicdes e na presenca de acidos fulvicos, o metoprolol sofre uma
degradacéo gradual ao longo do tempo de irradiagdo. Assim, podemos concluir que 0s
acidos fulvicos atuaram como sensibilizadores, na fotodegradacdo do metoprolol em
agua. Por outro lado, na presenca de acidos fulvicos, os resultados da cinética de foto-
degradacdo do metoprolol ajustaram-se a uma cinética de pseudo - primeira ordem,
obtendo-se uma constante de (2,7 + 0,7) x 102 h™* (n = 3; C = 95%). No caso do nitrato
0 mesmo efeito foi verificado, mas o efeito sensibilizador foi muito menos acentuado.
Os resultados ajustaram-se também a uma cinética de pseudo - primeira ordem, e a
constante cinética calculada foi de (6,20 + 0,2) x 10° h™ (n = 3; C = 95%) pelo que o
nitrato ndo mostrou uma evidéncia clara de ser um sensibilizador na degradacéo do

metoprolol em solucéo aquosa.

Verificou-se que durante a fotodegradacdo do metoprolol na presenca de acidos
falvicos ocorria a formacgéo de trés produtos de degradacdo diferentes. Por ultimo,
concluiu-se que a via pela qual as substancias himicas, nomeadamente os acidos ful-
vicos, promovem a fotodegradacdo do metoprolol em solugdes aquosas deve envolver,

muito provavelmente a formagao do *O,.

Em relacdo ao estudo do efeito da concentracdo do metoprolol na fotodegrada-
cao da mesma na presenca de acidos fulvicos, concluiu-se que a cinética & mais rapida
na solugdo menos concentrada (Co ~ 50 mg/L) do que para a solugdo mais concentrada
(Co ~ 250 mg/L). Contudo, os produtos de degradacdo detetados em ambos 0s casos,
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parecem ser 0s mesmos, bem como o tempo de retencdo mostram evidéncias que se

tratam dos mesmos produtos.
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