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Palavras-chave

Resumo

Metoprolol, fotodegradagdo, acidos falvicos, porfirina, H,TPFPP, agua,
HPLC

Neste trabalho vai-se abordar a remocéo do metoprolol das aguas através
de fotodegradacdo. O metoprolol pertence a classe dos bloqueadores beta que sdo
usados em doengas cardiovasculares, como a hipertensdo. O metoprolol pertence
aos chamados contaminantes emergentes, para os quais ainda néo existe legislaco
reguladora e ainda se conhece pouco sobre os seus efeitos tdxicos na salde
humana e no meio ambiente.

A fotodegradacdo é uma das principais vias de degradacdo abidtica de
contaminantes no meio aquatico e pode ser largamente influenciada pelas
substancias himicas. Atualmente ja existem alguns estudos sobre a remogéo do
metoprolol das &guas através da fotodegradagdo, os quais permitiram concluir que
0 metoprolol praticamente ndo sofre degradacéo directa por acdo da luz solar, mas
é fotodegradado na presenga de substdncias himicas. As substancias hdmicas,
guando sujeitas a radi¢do ddo origem a varias espécies como 0 estado tripleto das
substancias hlimicas ou as espécies reativas de oxigénio (o radical hidroxilo, o ido
superoxido, o perdxido de hidrogénio ou o oxigénio singleto). As espécies
formadas véao reagir com o metoprolol, levando a sua degradagdo. Num estudo
anterior, em que foram testados os acidos fllvicos que sdo usados no presente
trabalho, chegou-se a conclusdo que era o oxigénio singleto a espécie responsavel
pela fotodegradacdo do metoprolol. Uma vez que o oxigénio singleto também é
originado pela porfirina usada neste trabalho, determinou-se a aplicabilidade da
mesma na fotodegradacdo do metoprolol para o tratamento de efluentes.

Num primeiro passo, determinaram-se as velocidades de reagdo do
metoprolol tanto na presenca de acidos fulvicos como na presenca da porfirina e
concluiu-se que a velocidade de reacdo na presencga da porfirina € bastante maior
do que na presenca dos acidos fllvicos. Ao analisar 0os cromatogramas para
determinar as velocidades de reacdo notaram-se pequenos picos correspondentes a
produtos da fotodegradacdo do metoprolol. Sendo assim, decidiu-se aumentar a
concentragdo do metoprolol na presenga de acidos falvicos para uma mais facil
andlise da evolucdo dos picos e depois para analise por HPLC MS/MS com vista a

identificar os produtos formados.
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In this work the removal of metoprolol from waters will be to address through
photodegradation. Metoprolol belongs to the class of beta-blockers that are used in
cardiovascular diseases such as hypertension. Metoprolol belongs to the so-called
emerging contaminants, for which there is still no regulatory legislation and yet little is
known about their toxicity for human health effects in the environment.

The photodegradation is a main pathway of abiotic degradation of
contaminants in the aquatic environment and can be largely influenced by humic
substances. Nowadays, there are a few studies of the removal on metoprolol waters by
photodegradation, which concluded that metoprolol practically do not suffers
degradation by direct action of sunlight, but is decomposed in the presence of humic
substances. Humic substances, when subjected to radiation, give rise to various species
such as triplet state of humic substances or reactive oxygen species (hydroxyl radical,
superoxide ion, hydrogen peroxide and singlet oxygen). The species formed will react
with metoprolol, leading to its degradation. A previous study, where fulvic acids used in
this work were studied, came to the conclusion that the singlet oxygen species was
responsible for photodegradation of metoprolol. Since singlet oxygen is also promoted
by the porphyrin used in this study, we determined the applicability thereof in the
photodegradation of metoprolol for the treatment of effluents.

In a first step, the reaction rates of metoprolol were determinated both in the
presence of fulvic acids and in the presence of porphyrin. It was concluded that the
reaction rate in the presence of the porphyrin is much higher than in the presence of
fulvic acids. By analyzing the chromatograms, to determine the reaction rates small
peaks corresponding to the photodegradation of metoprolol were noted. Therefore, it
was decided to increase the concentration of metoprolol in the presence of fulvic acids
for easier analysis of the evolution of the peaks and for later analysis by HPLC MS /

MS in order to identify the products formed.
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1.1 Contaminantes emergentes

Atualmente existem aproximadamente 4000 produtos farmacéuticos no
mercado, o que contribui para um elevado consumo destes produtos (Rosi-Marshall and
Royer, 2012) e, consequentemente, 0 seu aparecimento no ambiente, nomeadamente em
aguas e em outras matrizes. Os produtos farmacéuticos fazem parte do grupo de
substancias geralmente designadas por contaminantes emergentes. Para além dos
produtos farmacéuticos, também fazem parte deste grupo de contaminantes, os produtos
de higiene pessoal. Assim, 0s contaminantes emergentes Sdo compostos quimicos
encontrados no meio ambiente para os quais ainda ndo existe legislacdo reguladora e
cujos efeitos na sade humana e no ambiente sdo ainda pouco conhecidos (Deblonde et
al., 2011). Segundo Narvaez V. and Jimenez C. (2012) foi na década de 70 que
comecaram a surgir preocupacdes com estes poluentes no meio ambiente; o primeiro
estudo foi realizado pelo autor Keith, o qual estudou a ocorréncia dos produtos
farmacéuticos nas aguas residuais e os seus efeitos na fauna e flora. A partir da década
de 90, o avanco de novas metodologias/técnicas como a cromatografia vieram permitir
detetar quantidades muito pequenas desses contaminantes nas aguas e fazer estudos
sobre os seus efeitos no meio ambiente (Oosterhuis et al., 2013, Homem and Santos,
2011, Santos et al., 2010).

Os produtos farmacéuticos que aparecem nas aguas sdo provenientes dos
medicamentos de uso humano e de uso veterinario. A Figura 1 apresenta um esquema
das principais vias de contaminacao dos poluentes nos solos e em aguas.(Sarafraz-Yazdi
et al., 2012, Santos et al., 2010). Os medicamentos depois de ingeridos chegam a ETAR
(estacdo de tratamento de aguas residuais) através das fezes e da urina humana
(principais fontes), tanto de efluentes domésticos como de efluentes dos hospitais. No
entanto, os produtos farmacéuticos também podem dar origem a outros produtos, como
os metabolitos secundarios, formados atraves da sua degradag¢do no organismo humano
ou entdo, estes metabolitos secundarios podem ser originados por reagdes com outros
compostos presentes nas aguas. Quando os medicamentos passam de validade ou estdo
impréprios para consumo séo colocados no lixo, indo assim parar aos aterros sanitarios,
ou despejados diretamente na &gua (sanitas, lavatorios), indo para a ETAR. Os
medicamentos aplicados na pele, como as pomadas ou os cremes, chegam as aguas

através da lavagem da pele. Por outro lado, muitas vezes sdo usados agentes de
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contraste em imunologia que, depois, vado para os efluentes dos hospitais atraves da
urina e/ou fezes. As lamas das ETAR's sdo muitas vezes usadas como fertilizantes na
agricultura e, se estas estiverem contaminadas, podem contaminar os solos e as &guas
subterraneas. O estrume dos animais também é usado como fertilizante e, se tiverem
sido administrados medicamentos aos animais, nas fezes também podem haver
poluentes, contaminando assim o0s solos e as aguas. Na aquacultura, como 0s
medicamentos sdo aplicados diretamente nas aguas, existe uma maior facilidade deles se
acumularem nas matrizes. Outras fontes de contaminacdo podem ser os efluentes de

fabricas de produtos farmacéuticos, mesmo depois de tratados na sua propria ETAR.

Medicamentos de uso Medicamentos de
humano uso animal
\! ™ . —
Lixo doméstico
Excrecao Excrecio (medicamentos fora -
(efluentes de de uso) Excrecdo
hospitais) (efluentes
P domeésticos)
\l/ \l/ Estrume
Aguas municipais residuais
\l/ | LamadaETAR Aterro sanitario \

ETAR

N - I v

- Agua
Agua superficial <—> subterranea

1 N e N \
Efluentes de fabricas de

Aquacultura Agua potavel

produtos farmacéuticos

Figura 1 - Esquema da origem dos poluentes nas aguas (Santos et al., 2010)

Muitos destes poluentes ndo sédo removidos nas ETAR's e, segundo a literatura,
0s produtos farmacéuticos que mais tém sido encontrados nas ETAR's pertencem ao
grupo dos: antibioticos, anti-inflamatorios, bloqueadora beta (B-bloqueadores),
antidislipidémicos, medicamentos hormonais, anticonvulsivos, agentes de contraste e
desinfetantes (Oosterhuis et al., 2013, Deblonde et al., 2011, Lin et al., 2009). A Tabela
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1 apresenta um resumo de alguns produtos farmacéuticos encontrados nas aguas de

varios paises e niveis de concentragao.

Tabela 1 - Exemplos de farmacos encontrados em diferentes paises e a sua concentracao
(Santos et al., 2010)

LD Concentracdo
Classe Farmaco Fonte Pais (ng L) encontrada
(ngL?)
g Ffuentede | Espanha | 100 200-3600
S Diclofenac
2 Efluentede | o nha 30 60-1900
% hqspltal
= Ibuprofeno Agua E.UA. 18 3110
- subterrnea
E Paracetamol EfIéJ_?rKeRde Sﬁlig(c)) 50 <50
. . Agua do rio
8 Ciprofloxacin Mondego Portugal 25 79.6-119.2
5 Influente de 50
3 _ ETAR Portugal (LQ) 121.8-447.1
= Enrofloxacin Aqua do 1o
< g Portugal 25 67.0-102.5
Mondego
§ 17a-Estradiol AguAa Franca 0.03 0.8-3.5
S subterranea
£ Agua
S Estriol gua E.UA. 5 19
I superficial
Influente de -
ETAR Finlandia 11.8 510-800
Atenolol Agua E.UA. 0.25 0.47
potavel
Efluente de | £oonha 28 100-122
a hospital
8 Efluentede | Finlandia | - 910-1070
= Metoprolol ETAR
o Efluente de subcia | e 190
= ETAR
=% Efluente de .
ETAR Suécia | ------- 30
Propanolol Eﬂgggffafe Espanha 8 200-6500
Efluente de Reino
ETAR Unido | 130-180

Os produtos farmacéuticos sdo usados para o tratamento de doencas e, por causa
dos seus efeitos farmacocinéticos, quando vao para as aguas ainda vao exercer 0 seu

efeito farmacologico nessa matriz tornando-se assim contaminantes. Como Séo

-5-



Fotodegradacdo do metoprolol com sequestradores de oxigénio singleto

substancias biologicamente ativas vao interagir com o0s seres Vivos presentes nas aguas
podendo acumular-se nos seres vivos (vertebrados e invertebrados), na &gua, nos
sedimentos e nas algas (Rosi-Marshall and Royer, 2012). A acumulagdo dos produtos
farmacéuticos vai estar dependente do tipo de fluxo de agua, ou seja, se for um fluxo
lento tém tendéncia a acumular-se nas margens, plantas aquaticas ou a ficar em aguas
estagnadas; por outro lado, se for um fluxo rapido isso ja ndo acontece (Riml et al.,
2013). Na literatura existem varios estudos sobre a interacdo entre os produtos
farmacéuticos e 0s seres vivos existentes na agua e sobre a sua acumulagdo nas matrizes
(Parrilla Vazquez et al., 2013, Rosi-Marshall and Royer, 2012, Santos et al., 2010). Um
exemplo de um desses estudos foi o dos autores Madureira et al. (2011) realizado nas
aguas do rio Douro, em que foi estudada a influéncia de cinco farmacos, onde estava
incluido o propanolol, um [-bloqueador, no crescimento das gonadas (ovarios e
testiculos) dos peixes. Os autores chegaram a conclusdo que, na presenca dos farmacos,
0s peixes apresentavam gonadas mais pequenas quando comparadas com os controlos e
que os peixes fémeas sdo mais sensiveis aos farmacos do que os machos. Além disso,
existem ainda outros estudos que provaram que houve diminui¢do da viabilidade dos
ovos e reducdo da mobilidade e da velocidade do esperma dos peixes (Madureira et al.,
2011). Nas ETAR's, os processos de remocdo de alguns destes poluentes devem-se a sua
interacdo com as particulas solidas presentes nas lamas, como a argila, os coagulantes
ou o carbono ativado, porque facilitam a sua deposi¢cdo no fundo da ETAR, ou entdo a
interacdo com microrganismos, porque facilitam a sua degradacdo (Carballa et al.,
2004). Os problemas que podem surgir durante a remoc¢do de alguns destes produtos
farmacéuticos nas ETAR's devem-se a varios fatores, como 0s processos de remogao
utilizados pelas ETAR's, a idade das lamas usadas, 0 tempo que a agua estd nessas
lamas, as condi¢cdes ambientais (temperatura, luz solar, entre outras), a natureza dos
produtos farmacéuticos e as caracteristicas fisico-quimicas desses compostos, como a
sua solubilidade, volatibilidade, adsorcdo, absorcdo, polaridade, biodegrabilidade e
estabilidade, 0 que torna a sua remog¢do muito dificil. Além disso, nenhumas ETAR's
gue ndo estdo preparadas para esta classe de contaminantes, uma vez que foram
construidas para remover compostos contendo carbono biodegradavel, azoto e fésforo
(Verlicchi et al.,, 2012, Lin et al., 2009). Os meétodos mais eficazes que estdo em
desenvolvimento para a remocao destes compostos € através da oxidagdo por ozondlise
e por processos oxidativos avancados (foto-catalise heterogénea e processo de Fenton)
(Sirés et al., 2010).
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1.2 B-bloqueadores

Os B-bloqueadores sdo um grupo de produtos farmacéuticos usado para tratar a
hipertensdo e doencas arteriais coronarias (angina pectoris) (Sarafraz-Yazdi et al., 2012,
Huggett et al., 2003). Estes compostos ligam-se aos recetores B presentes no cora¢do ou
nos pulmdes, ndo causando a sua ativacdo ou estimulacao, sendo, por isso, designados
de antagonistas. De entre o grupo dos B-bloqueadores destacam-se: o propanolol, o
nadolol, o metoprolol e o atenolol. O propanolol e o nadolol sdo antagonistas ndo
especificos, isto €, tanto se ligam aos recetores B1 como aos recetores 2. O metoprolol
e 0 atenolol sdo antagonistas especificos para os recetores 1 presentes no coragéo; ao
ligarem-se a estes recetores vao provocar uma diminuicdo da frequéncia cardiaca e da
forga contractil (Huggett et al., 2003). O metoprolol e o propanolol estdo associados a
um efeito secundario que consiste numa maior incidéncia no sistema nervoso
secundario por causa de serem mais lipofilicos, 0 que pode resultar em pesadelos,
insonias, letargia, confusdo e depressdo. Os B-bloqueadores mais hidrofilicos sdo mais
facilmente excretados pelo sistema renal e ndo véo ter estes efeitos secundérios (Poirier
and Lacourciére, 2012). A comissao médica do Comité Olimpico Internacional proibiu
os PB-bloqueadores para uma concentracdo de 500 mg/L na urina porque influencia
alguns desportos como o tiro ao alvo, bilhar porque véo provocar a reducdo da arritmia
cardiaca e os tremores musculares (Sarafraz-Yazdi et al., 2012).

Atualmente o grupo dos p-bloqueadores sdo dos medicamentos mais
consumidos. Segundo Scheurer et al., (2010), na Alemanha sdo consumidas 100
toneladas de metoprolol por ano e, no Canada, foram consumidas cerca de 12 toneladas
s6 no ano de 2007. Segundo o “IMS Health data”, nos E.U.A. o metoprolol foi o
décimo primeiro medicamento mais consumido no ano de 2010, numa lista de 200
medicamentos, e foi o mais consumido da classe dos PB-bloqueadores (informagéo
disponivel em http://www.imshealth.com, tltimo acesso em Dezembro, 05 de 2013). Na
Europa, o metoprolol ¢ o atenolol representam 80% do consumo de B-blogqueadores
(Alder et al., 2010). Na Tabela 2 estdo sumariados alguns dados da literatura referentes

a varios paises e cruzados com o respetivo ano.
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Tabela 2 - Consumo de B-bloqueadores em diferentes paises e anos.

p-bloquedores
Pais Ano ["Acetonolol | Atenolol | Metoprolol | Propranolol Referéncia
(kg/ano) (kg/ano) (kg/ano) (kg/ano)
1995 - - 50000 3000 (Ternes, 1998)
Alemanha | 2001 - - 92970 - (Fent et al., 2006)
) (Scheurer et al.,
2005 7100 98800 3400 2010)

, i (Scheurer et al.,
Canada | 2007 6700 11800 2500 2010)
Finlandia | 2004 941 863 5339 - (Vieno et al., 2006)

a (van der Aaetal.,
Holanda® | 2007 70603 2011)
Inglaterra | 2000 - 28980 - - (Fent et al., 2006)

2001 - 22070 - - (Fent et al., 2006)
Italia i
) i i (Al Aukidy et al.,
2010 18084 2012)
(Fent et al., 2006)
Suica 2004 - 3200 3200 800 (Maurer et al.,
2007)

a ; L . . .
No caso da Holanda, os dados correspondem a um conjunto de varios medicamentos, nomeadamente o atenolol, o chiorothiazide, a
furosemida, o irbesartan, o metoprolol, o sotalol, o valsartan, o bezafibrate, o clofibric acid, e o gemfibrozil.

Os B-bloqueadores apresentam uma estrutura geral bastante similar (Figura 2); as
diferencas entre os varios B-bloqueadores véo ser nos substituintes no anel, o que lhes
vai conferir diferentes farmocinéticas (Alder et al., 2010). Além disso, sdo bases fracas
que apresentam valores de Ka (constante de acidez) acima de 9; no meio ambiente estdo
protonados e carregados positivamente e apresentam um valor de pH aproximadamente
7 (Maurer et al., 2007).

R

Figura 2 — Estrutura basica de um B-bloqueador

Segundo Maurer et al. (2007), o coeficiente de parti¢cdo octanol-agua (Kyw) nédo €
a melhor maneira de descrever as propriedades fisico-quimicas destes compostos. A

relacéo de distribui¢éo lipossomas-agua (Diipw), Segundo esses mesmos autores, indica

-8-




Fotodegradacdo do metoprolol com sequestradores de oxigénio singleto

que o propanolol € o mais lipofilico porque apresenta um valor Dy, mais elevado do
que o atenolol e o sotalol, ou seja, o propanolol tem uma maior tendéncia a acumular no
meio aquatico. O atenolol e o sotalol como tém um valor de Dy mais baixo, logo ndo
revelam fases lipofilicas e assim sendo ndo tém tendéncia a acumular-se nas matrizes
aquaticas.

As pequenas alteracdes na estrutura dos [-bloqueadores, mencionadas
anteriormente, levam a que eles sejam metabolizados no nosso organismo de forma
diferente. S cerca de 50% do atenolol consumido de forma oral é que é absorvido, ou
seja, 0 restante é excretado do nosso organismo através da urina ou das fezes. O
metoprolol e o propanolol sdo quase completamente absorvidos, ou seja, s6 cerca de 3-
10% e 1-4% do composto original é que sdo excretados como metabolitos originados
pela sua degradacdo, respetivamente, indo assim parar as ETAR. Na Tabela 3 sdo
apresentados valores de concentragdes dos [-blogueadores mais consumidos
encontrados, tanto em afluentes e efluentes de ETAR, como em &guas superficiais
(Alder et al., 2010, Maurer et al., 2007).

Tabela 3 - Quantidades de B-bloqueadores encontradas em ETAR e em &guas superficiais.

. Afluente | Efluente | Agua superficial A
p-bloqueador Pais (ng/L) (ng/L) (ng/L) Referéncia
Alemanha 540 >300 --- (Wick et al., 2009)
Suscia | 30 <160 %&“{er e
Atenolol
Finlandia 12-25 (Alder et al., 2010)
Polo6nia --- --- 3-22 (Alder et al., 2010)
Alemanha 810 >640 --- (Wick et al., 2009)
Suécia | 160 <190 %&“{er etal.,
Metoprolol
Finlandia 35-116 (Alder et al., 2010)
Polénia 31-155 (Alder et al., 2010)
L. (Maurer et al.,
Suécia 50 >30 2007)
(Maurer et al.,
Propanolol E.UA. 67 <34 2007)
Alemanha 4 =4 (Wick et al., 2009)
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1.3 Metoprolol

Como ja foi referido anteriormente, o metoprolol é um medicamento da classe
dos B-bloqueadores e ¢ um dos mais consumidos na Europa e no mundo (Parrilla
Vazquez et al., 2013). Por causa desse consumo, o metoprolol é cada vez mais detetado
nas aguas, devido a sua ineficiente remocdo nas ETARs convencionais (tratamentos
primario e secundario). Na Tabela 4 apresentam-se algumas informagdes genéricas
sobre o metoprolol (Alder et al., 2010).

Tabela 4 — Informacéo sobre as caracteristicas do metoprolol

Nome IUPAC (i)-l—(.lsgproplla.mmo)—3-[4—(2—

metoxietil)fenoxi]propan-2-ol
HO H
O\)</H

Estrutura Y
\o

Numero de registo CAS 37350-58-6

Férmula molecular C15HsNO;

Massa molecular 267,36 g mol™

Constante de ionizacio pKa 9,2+04

Log Kow 1,79+04

Solubilidade em agua a 25°C 1.69 x 10* mg/L

Coeficiente de adsorc¢édo no lodo 1423 L Kg’

(Ka)

Constante de degradacéao nas 41

ETAR 0,58+0,05Ld g

No mercado, o metoprolol aparece sob a forma de sais de L-(+)-tartarato de (%)-
1-(isopropilamino)-3-[(4-metoxietil)fenoxi]propan-2-ol, sendo o seu nome comercial
Lopressor. Pode ser administrado na forma de comprimidos (informagdo disponivel em
http://www.rxlist.com/script/main/hp.asp, Gltimo acesso em Dezembro, 05 de 2013), ou
como medicamento injetavel (informacdo disponivel em http://www.infarmed.pt/, Gltimo
acesso em Dezembro, 05 de 2013). O metoprolol pode-se apresentar como uma mistura
racémica dos dois enantiomeros, (R) e (S)-metoprolol, em que a sua forma (S) é a unica

com efeitos farmacologicos, porque apresenta maior afinidade para os recetores 3 (cerca
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de 500 vezes) do que a forma (R) (Zhou, 2009). Quando metabolizado no figado pelo
citocromo P450, o metoprolol pode dar origem a varios metabolitos, nomeadamente o
a-hidroximetoprolol  (OHM), o  O-desmetilmetoprolol (ODM), o 4cido
desmetilmetoproldico (AODM) e o N-desalquil-metoprolol. Estas reacdes estdo

esquematizadas na Figura 3 (Boralli et al., 2009, Jin et al., 2008).

a-hidroximetoprolol (a—OHM)

HO, H
O\X/HY

a-hidroxilagao
O-desmetilmetoprolol (ODM)

HO H HO H
O\)QHY O-dealquilagéo /\/@/"%HW/
\O/\/©/ HO’

Metoprolol (MET)

desaminagéo oxidagdo
HO, H HO H
O\X o\)</ﬂ
COOH /\/@/ Y
\O HOOC
N-desalquil-metoprolol acido desmetilmetoproldéico (AODM)

Figura 3 - Esquema de degradagdo do metoprolol no organismo humano (Boralli et al., 2009)

1.4 Fotodegradacao

1.4.1 Fotodegradacdo no meio aquatico por acdo da luz solar

No meio aquatico, os B-bloqueadores podem ser degradados por duas vias: a via
biodtica e a via abidtica (hidrolise, fotolise) (Piram et al., 2008). Quando sujeitos a luz
solar, os pB-bloqueadores podem ser fotodegradados por duas vias distintas, a
fotodegradagéo direta e a fotodegradagdo indireta. A fotodegradacdo vai estar
dependente de varios fatores fisico-quimicos para que as reagdes ocorram, como a

temperatura, a composi¢do da agua e do solo, a intensidade da luz solar, a salinidade e 0
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pH (Fatta-Kassinos et al., 2011). A fotodegradacédo direta ocorre quando o espectro de
absor¢ao do B-bloqueador se sobrepde ao espectro da luz solar e ai o B-bloqueador vai
absorver a radiagdo, fica excitado e sofre uma reagdo que vai transformar esse [-
bloqueador num ou mais novos produtos. O grupo que absorve essa radiacdo nos -
bloqueadores denomina-se de cromoforo, ou seja, vdo haver grupos funcionais capazes
de absorver radiagdo UV (Ergaieg and Seux, 2009). A fotodegradacgéo indireta consiste
em reacBes do PB-bloqueador com espécies reativas, como por exemplo o radical
hidroxilo ("OH) ou o oxigénio singleto (*O,) (Wang et al., 2012, Liu et al., 2009) em
que estas espécies sao originadas por fotossensibilizadores naturais como o ido nitrato
ou as substancias humicas (SH) depois de estas absorverem radiacao solar (Andreozzi et
al., 2003).

1.4.2 Efeito fotossenbilizador das subtancias himicas

As SH sdo a fracdo maioritaria da matéria orgénica dissolvida (DOM - do inglés
“dissolved organic matter”) e sdo compostos organicos heterogéneos de cor castanha
produzidos por degradacdo microbiana de restos de plantas, principalmente. As SH sao
constituidas sobretudo por fragmentos estruturais de lenhina proveniente das plantas,
mas também podem ter fragmentos estruturais de polissacéridos, melanina, cutina,
proteinas, lipidos, ou é&cidos nucleicos, na sua constituicdo, entre outros. As SH
representam a maior parte do carbono organico estavel, em que cerca de 60-70% sao
parte do carbono orgénico presente nos solos e 60-90% do carbono orgénico dissolvido
nas 4guas naturais, cuja concentragdo varia entre 0,3 e 30 mg/ L™ (Richard et al., 2011,
Zhan et al., 2006, Havers et al., 1998). A cor castanha dos solos deve-se a presenca das
SH, as quais sdo muito importantes porque vao afetar as propriedades fisico-quimicas e
a fertilidade do solo. Na agua, as SH podem afetar a alcalinidade e o pH desta. Em
ambos 0s ambientes, as SH afetam a biodisponibilidade de elementos quimicos e o
transporte e degradacdo de xenobidticos. As SH podem-se dividir nos acidos humicos
(AH), nos acidos falvicos (AF) e nas huminas, consoante a sua solubilidade. Os AH sé
sdo insollveis em solugbes com pH baixo, os AF sdo sollveis em toda a gama de pH
enquanto as huminas sdo insoltveis em qualquer gama de pH (Richard et al., 2011).
Para mais facil anélise, a classificacdo e algumas carateristicas destas substancias estao

descritas na Figura 4.
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Matéria Orgéanica do Solo Total

Substéancias himicas Restos de plantas
Humina Acidos himicos Acidos Fulvicos
InsolGvel em bases e acidos Soltvel em bases Soltvel em bases

Insoltvel em acidos | Sollvel em éacidos

Peso molecular decrescente

>
1000000 100000 10000 1000
Percentagem de oxigénio
>
25 30 45 50
Acidez e Capacidade de troca de ides
->
100 300 500 1000

Figura 4 — Caracteristicas das substancias himicas

As substancias himicas, quando excitadas pela radiacdo solar podem dar origem
as seguintes espécies: ao estado tripleto delas (’SH"), ao *0,, a0 *OH, ao i4o superéxido
(O7) e ao peroxido de hidrogénio (H,O,). Além disso, também podem ser libertados
pequenos fragmentos originados durante a fotodegradacdo e provenientes das SH,
nomeadamente aldeidos, aminoacidos ou pequenas cadeias de acidos gordos. Estes
compostos podem depois servir de nutrientes para bactérias heterotréficas. Uma
caracteristica dos AF é que estes correspondem a fracdo de menor peso molecular e
também contém mais grupos funcionais com oxigénio (Chen et al., 2012b, Zhan et al.,
2006, Paul et al., 2004, Hedges and Oades, 1997) (informacdo disponivel em
http://www.humicsubstances.org; ultimo acessso em Dezembro, 05 de 2013 IHSS-do
inglés International Humic Substances Society).

As SH transitam para o estado singleto excitado quando absorvem radiacédo solar
(reacdo 1), ou seja, transitam para um nivel de maior energia. Nesta forma podem

depois decair com emissdo de radiacdo (fluorescéncia - reacdo 2) ou sem emissdo de
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radiacdo (conversdo interna e relaxacdo vibracional - reacdo 3). As SH no estado
singleto excitado (*SH") podem também transitar, por cruzamento intersistema, para
estado tripleto excitado (reacdo 4). O *SH” pode reagir diretamente com 0s compostos
organicos (poluentes) por transferéncia de energia, vindo estes a ficar num estado
excitado que depois pode levar & sua degradagdo (reacdo 5); o SH”™ pode também
transferir energia para o O, dissolvido dando origem ao estado singleto do O, (reacéo 6)
ou formar o ido superoxido (reacdo 7). Esse estado tripleto pode também dar origem a
um eletrdo hidratado (reacdo 9). A formacdo do radical hidroxilo pode dar-se pela
reacdo 8. O peroxido de hidrogénio forma-se a partir da reacdo entre dois ibes
superoxido com duas moléculas de &gua (reacdo 10). Estas espécies formadas sdo
denominadas espécies reativas de oxigénio “ROS” (do inglés — reative oxygen species)
(Chen et al., 20123, Carlos et al., 2012, Zhan et al., 2006, Paul et al., 2004, Goldstone et
al., 2002, Vaughan e Blough, 1998).

SH + hv — !SH" (1)
ISH* — SH+hv )
ISH* — SH + calor 3)
ISH*— 3SH" 4)
3SH" + Poluente — SH + poluente* ®))
3SH" + 0, —SH + !0, (6)
3SH" + 0, — SH" + 0, (7)
SH +hv — OH + SH (8)
3SH" — SH + ¢ 9)

As espécies ROS, principalmente 0 'O, e 0 *OH séo altamente reativas com 0s
poluentes existentes nas aguas, 0 que torna este tipo de reacdes alvo de estudos para a
degradacéo destes poluentes nas aguas.

Gongcalves (2012) estudou a fotodegradagdo do metoprolol na presenga e na
auséncia de AF naturais usando sequestradores das espécies 'O, e "OH. A mesma autora
chegou & conclusdo que o *O; era a principal espécie responséavel pela degradacio do
metoprolol na presenca dos AF do rio Vouga, apesar de o radical “OH também estar
envolvido. Os sequestradores utilizados para as duas espécies ROS foram: a azida de
sodio para 0 'O, e 0 manitol para o "OH. Estes dois compostos, a azida de sédio e o
manitol, vdo reagir com as respetivas espécies reativas de oxigénio; assim sendo,

calculando a taxa de degradacéo na presenca de sequestradores e comparando-a com a
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taxa de degradacdo na sua auséncia, pode ver-se qual a espécie reativa que tem maior
importancia na fotodegradacdo do metoprolol. Ao fazer isso, a autora chegou a
concluséo que a taxa de degradagéo ao fim de 48 h de irradiacdo desce de 68% para
22% com o uso da azida de sodio e para 54% com o uso do manitol, concluindo que o
10, era a espécie principal na degradagdo do metoprolol na presenca de AF naturais.

O efeito fotossenssibilizador dos AF na degradacdo do metoprolol sob acdo da
luz solar foi referido anteriormente por outros autores (Piram et al., 2008; Wang et al.,
2012) que estudaram a fotodegradacdo do metoprolol em &gua pura e em agua de
efluente de ETAR e concluiram que, na agua pura, 0 metoprolol ndo sofria
fotodegradagdo e que na agua proveniente da ETAR sofria fotodegradacdo devido a
presenca de AF, sendo o tempo de meia vida do metoprolol de 20-48 horas. Wang et al.
(2012) estudaram a degradagdo de varios B-bloqueadores em solugGes aquosas e
testaram a hidrdlise, a fotdlise direta e a fotodegradacdo indireta na presenca de AF
fornecidas pela IHSS, as quais séo provenientes do rio Suwannee nos E.U.A. Os autores
testaram 0 envolvimento de vérias espécies, nomeadamente, 'O, *OH e *SH* na
fotodegradagdo do metoprolol na presenca das SH. Os autores concluiram que as SH no
estado tripleto sdo as que mais contribuem para a degradacgdo dos B-bloqueadores como
estd indicado na Tabela 5, sendo a sua contribuicdo de 66,2% do total de degradacdo
observada. Ao analisar o trabalho destes autores e com base no grafico do In C/Cy em
funcdo do tempo de irradiacdo, apresentado pelos autores, foi possivel calcular um valor
aproximado da constante de velocidade para a fotodegradagcdo de metoprolol 20 mg/L
na presenca de AF 20 mg/L, sendo o valor obtido de cerca de 5,6x10° h™* que é muito
inferior ao obtido no presente trabalho (2,61x102+ 0,27x102 h™).

Tabela 5 — Contribuicio (%) da hidrdlise, fotdlise direta e reagdes com -OH, '0,, e *AF* para a
degradacdo total dos B-bloqueadores em solucBes contendo 20 mg/L de AF de referéncia apds
48 horas de irradiacdo (Wang et al. 2012).

Contribuicao para a degradacéo total (%0)

B-blogueador Fotolise na presenca de SH
Hidrolise | Fotdlise direta

*OH 0, 3SH”

Atenolol 0,5 6,9 7,2 0,02 85,4
Metoprolol 11 6,1 26,6 0,04 66,2
Nadolol 1,6 8,9 38,9 0,02 50,6

-15-


file:///I:/seminário%20Nuno%20Mota.docx%23_ENREF_56

Fotodegradacdo do metoprolol com sequestradores de oxigénio singleto

Relativamente ao mecanismo de fotodegradacdo, Wang et al. (2012) propuseram
uma via de degradacédo para o atenolol (estrutura bastante semelhante & do metoprolol)
em que o primeiro passo ocorre por transferéncia de eletrdes do grupo amino para a
espécie *AF". Este mecanismo é semelhante ao proposto por Chen et al. (2012a) para a
fotodegradacdo do metoprolol na presenca de AF. Segundo os autores Chen et al.
(2012a) a espécie *AF" ¢ a responsavel pela degradacdo do metoprolol. Os autores
utilizaram AF extraidos a partir do carvdo de uma mina e compararam a fotodegradacédo
do metoprolol quando submetido a diferentes condicbes a nivel da presenca de
sequestradores e de atmosfera em que é feito o estudo; prepararam cinco solucées, uma
com ar atmosférico, outra com ar mais NaNs, outra com ar e 2-propanol, outra em
atmosfera de N, e a Gltima também com atmosfera de N, mais 2-propanol. Quando
comparadas as constantes cinéticas de primeira ordem obtidas pelos autores, observou-
se que as taxas de velocidade das reacGes das solucbes em atmosfera de N, séo
superiores as que continham ar atmosférico, 3,22+0,03 h™ e 54x10%+0,001 h*
respetivamente. Assim, os autores concluiram que o oxigénio presente no ar tem um
efeito negativo na fotodegradacdo do metoprolol. Quando estes autores usaram 0s
sequestradores do oxigénio singleto (NaN3) e o do radical hidroxilo (2-propanol) para
ver qual a espécie responsavel pela fotodegradacdo do metoprolol, concluiram que
nenhuma destas duas espécies era responsavel pela fotodegradacdo do metoprolol e
atribuiram esse papel ao estado tripleto dos &cidos fulvicos, *AF". E sabido que o
oxigeénio é sequestrador dos estados tripleto da maioria dos compostos organicos, o que
explica o facto de a constante de velocidade da fotodegradagéo na prexenca de ar ser
inferior a constante de velocidade em atmosfera de N,. O valor da constante de
velocidade da reacdo obtida por Chen et al. (2012a) para a fotodegradacdo de
metoprolol foi de (5,4x102+0,001 h™) é superior & obtida neste trabalho (2,61x107 +
0,27x102 h™).

Tanto o trabalho de Chen et al. (2012a) como o trabalho de Wang et al. (2012)
estdo em desacordo com o trabalho efetuado pela autora Gongalves (2012), que
concluiu que o 'O, era a espécie responsavel pela degradacdo do metoprolol. A
diferenca poderd ser devida a origem das SH, isto é, nestes trés trabalhos os AF
utilizados séo de origens diferentes, o que lhes vai conferir diferencas na constituicdo de
cada um deles e o efeito das substancias humicas na fotodegradagdo de contaminantes

depende da composi¢édo dessas substancias (Guerard et al., 2009).
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E de referir que, no caso do efeito das substancias himicas na fotodegradac&o do
atenolol, j& existe um estudo publicado por Zeng et al. (2012) em que o efeito
fotossensiblizador das substancias himicas ndo foi atribuido ao estado tripleto destas
substancias, contrariamente ao que foi observado nos trabalhos de Wang et al (2012) e
Chen et al (2012) anteriormente referidos. No trabalho de Zeng et al (2012) o efeito
fotossensibilizador das substancias humicas foi atribuido maioritariamente ao radical
*OH.

1.4.3 Tecnicas usadas para a fotodegradacdo do metoprolol como processo de

tratamento de dguas contaminadas

A fotodegradacdo do metoprolol é muito lenta & luz solar, apresentando um
tempo de meia-vida de varias centenas de horas sob luz solar e isso ficou comprovado
no estudo de Liu and Williams (2006) obtendo o tempo de meia-vida de 630 h para o
metoprolol quando comparado com o tempo de meia-vida do propranolol que € cerca de
16 h. Para determinar este tempo de meia-vida, os B-blogueadores estiveram sob
radiacdo de uma lampada de xenon (295-800 nm). Nesse mesmo estudo, os autores
compararam o tempo que € necessario para degradar o metoprolol num més de verdo e
num més de inverno para uma zona na Europa. Para 0 més de verdo sao necessarios 28
dias e para 0 més de inverno sdo necessarios 286 dias para degradar uma solucédo de 1
mg/L. Segundo alguns estudos, a maneira mais facil de remover o metoprolol da agua é
por incidéncia de radiacdo. Por isso, é necessario desenvolver novos metodos para o
poder remover das aguas de forma eficaz. Essas novas técnicas de remocdo do
metoprolol das aguas consistem em fazer incidir com radiacdo UV-C ou fazé-lo reagir
com reagentes do tipo Fenton ou ainda com o ozono (Rivas et al., 2010).

A remocdo do metoprolol por acdo do ozono € denominada ozondlise (O3/H,0,).
O ozono é utilizado porque é um oxidante forte (potencial eletroquimico de reducdo de
2,07 V, sabendo que o do radical hidroxilo € de 2,8 V) e também porque € instavel em
agua, por isso reage rapidamente. Uma desvantagem desta técnica € que a producédo de
ozono é muito dispendiosa. O ozono pode dar origem a radicais hidroxilo numa série de
reacOes descritas a seguir, em que os radicais hidroxilo ou 0 0zono podem também
atacar os p-blogueadores. O ozono presente vai realizar ataques electrofilicos
(seletivo/oxidacdo direta) na amina secundaria ou no anel aromatico e os radicais “OH

(ndo seletivo/oxidacao direta) também podem reagir com os B-bloqueadores. A valores
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de pH baixo, 0 ozono vai sofrer ataques do ido hidroxilo e, numa série de reacdes, vai

formar o radical hidroxilo (Sojié et al., 2012):

0,+OH —= 0,+0,H  (I1)
0,+0,H — O,H+ 05 (12)
‘O,H —=H'+ 0y (13)
0+ 03 — O+ 05 (14)
Oy +H — "O,H (15)
"HO; —= OH + 0, (16)

O ozono quando irradiado por radiacdo UV (A=254 nm) vai ser fotodegradado
dando origem ao *OH ou a H,0,. O H,0, pode depois sofrer fotolise originando radicais
*OH ou dissociac¢io em dois ides, 0 H" e 0 HO,". O anifo HO, vai depois reagir com o

O3 conforme foi demonstrado nas reacdes anteriores (Soji¢ et al., 2012).

O;+hv—>0,+0" (17)
0" +H,0 — 2-OH (18)
O;+H,0+hv — 0,+H,0, (19)
H,0, + hv —> 2-OH (20)
H,0, =—=H"+ O,H" (21)

Segundo o estudo de Benner e Ternes (2009), o ataque do 0zono a amina
secundaria e ao anel aromatico é muito diferente. Para 0 ozono reagir com a amina
secundaria, esta tem de estar desprotonada (pKa = 9.7 € Koz deprot = 8.6 X 10° M s) e 0
pH tem de ser constante. A pH 3, a amina ja esta protonada, logo o ataque vai ocorrer
no anel aromatico como esté ilustrado no esquema da Figura 5 (hipdtese proposta por
estes autores). Com o aumento do pH, a concentracdo de amina desprotonada aumenta,

logo os ataques a ela também aumentam.
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Figura 5 — Esquema de degradacdo do metoprolol pelo ozono proposto por Benner e Ternes
(2009).

Uma outra técnica para eliminar o metoprolol ou outros poluentes da agua é
através da reacdo com reagentes de tipo Fenton. Este tipo de reagdes consiste no Fe (I1)
a reagir com o H,O, para formar os radicais *OH. Esta técnica também é muito
importante e ja ha alguns estudos usando os reagentes de tipo Fenton porque estes sao
baratos e faceis de arranjar, além de ndo apresentarem toxicidade. O tratamento de
aguas com esta técnica engloba quatro passos: a oxidacao dos poluentes em meio acido,
seguida da neutralizacdo da solucdo para ajustar o pH, o préximo passo engloba a
coagulacao/floculacdo para depositar o Fe e, por fim, a separacdo solido-liquido na
ETAR para remover o Fe precipitado da agua ja tratada (Li et al., 2012, Deng, 2007).
As reacOes de Fenton que levam a formacg&o do radical *OH sdo as seguintes (Magario
etal., 2012):

Fe** + H,0,—> Fe’* + OH +'OH  (22)
Fe" + H,0,—» Fe?* + O,H+H"  (23)

H,0, +OH—"0,H + H,0 (24)

Fe** +:OH—» Fe3* + OH- (25)

Fe’' +0,H —» Fe2* + O, +HY  (26)

Fe** +'0,H + H" — Fe3* + H,0, (27)
"O,H+'O,H — H,0,+0, (28)

Neste processo o ferro é constantemente oxidado e reduzido. Estas reagdes sdo
as mais béasicas neste processo ja que existem outras em que se podem formar outras
espécies contendo o ido Fe** ou o ido Fe**, como por exemplo o ido Fe** complexado

com o H,0,. Para estas reacdes acontecerem tem de se ter em conta o pH. Os radicais
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*OH podem atacar os compostos organicos por remocao de um atomo de hidrogénio de
ligagdes CH, OH ou NH ou por adicao a ligacdes duplas ou anéis aromaticos (Magario
et al.,, 2012). Na literatura ja existem alguns estudos usando este tipo de reagdes
nomeadamente (Li et al., 2012, Isarain-Chavez et al., 2011, Sirés et al., 2010). As
reacOes de tipo Fenton podem estar associadas a outros tipos de estudos, como as
reacOes de Fenton fotoassistidas (SPEF — solar photo eletro Fenton), as reacdes eletro-
Fenton (EF) ou as reacGes de Fenton usando catéalise heterogénea. O estudo de Isarain-
Chavez et al. (2011) engloba as técnicas de SPEF e EF, em que € usado uma espécie de
painel solar em que num elétrodo o Fe** passa a Fe* e no outro elétrodo ha a formacéo
de H,0; e, no final, ha formacdo do *OH. No estudo, 0s autores conseguem provar que
existe mineralizagéo total do metoprolol usando estes processos.

O uso de radiacdo UV como técnica isolada ndo é suficiente para o tratamento
de aguas por causa do tempo de vida dos poluentes. No estudo de Abramovié et al.
(2011) mostraram que a fotodegradacgéo direta do metoprolol e de outros poluentes sob
acdo de radiagdo UV (A=254 nm) é muito lenta; por isso, deve estar acoplada a outras
técnicas. Essas técnicas podem ser a ozondlise ou as reacfes de tipo Fenton descritas
anteriormente (Kim et al., 2008). Um estudo promissor na fotodegradacdo de poluentes
das aguas é a associagdo da radiagdo UV com o dioxido de titanio (TiO,), porque vai
promover a eficiéncia do aparecimento de radicais *OH. O TiO, teve muito sucesso por
causa das suas propriedades fisico-quimicas como semicondutor, € barato e possui
varias formas cristalinas, as quais sdo fotoquimicamente estaveis e ndo sdo toxicas e
uma desvantagem é que s6 pode ser utilizado com radiacdo UV (Séepanovié et al.,
2012, Tong et al., 2012). No estudo de Abramovi¢ et al. (2011), ao fim de 4 horas o
metoprolol ja estava mineralizado quando usaram um gel contendo TiO,. Séepanovi¢ et
al. (2012) usaram géis contendo TiO, sob radiacdo UV (usaram uma lampada que
emitia radiacdo a estes A= 304, 314, 335 e 366 nm) e para alguns deles, ao fim de 60
minutos, a mineralizacdo do metoprolol ja era de 90%.
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1.5 Porfirinas

1.5.1 Introducdo geral as porfirinas

As porfirinas sdo um grupo de compostos muito importante porque desempenham
importantes funcbes biologicas como o transporte de oxigénio (hemoglobina) e a
fotossintese nas plantas (clorofila). Na estrutura basica de uma porfirina estdo
envolvidos vinte atomos de carbono e quatro 4&tomos de azoto (Figura 6). O macrociclo
pode ser considerado como resultante da combinagdo de quatro unidades de tipo pirrol

ligadas entre si por quatro pontes metinicas.

Figura 6 — Estrutura basica de uma porfirina

Os atomos de azoto da porfirina podem-se ligar a um ido metélico (exemplo: o
ido ferro, dando origem ao grupo "heme" da hemoglobina, ou ao ido magnésio, dando
origem a clorofila) (Harrach et al., 2011). A nomenclatura das porfirinas foi introduzida
por Fischer, mas devido as suas limitacdes, em 1979 entrou em vigor a nomenclatura da
IUPAC.

Na nomenclatura de Fischer, sé os carbonos externos dos anéis do tipo pirrol €
que sdo numerados e sdo designados de posi¢des B-pirrolicas. As pontes metinicas sdo
numeradas pelas letras gregas a (alfa), p (beta), y (gama) e & (delta). Os carbonos das
pontes metinicas também podem ser referidos por posicdes meso. Esta nomenclatura

esta ilustrada na Figura 7.
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1-8 - posi¢des [-pirrolicos
a,pB,y,0 — posicdes meso

7 Y 6

Figura 7 - Numeracdo do macrociclo de uma porfirina, segundo Fischer

A nomenclatura de Fischer foi substituida pela da IUPAC ndo sé pela sua
limitacdo em dar o nome a porfirinas mais complexas mas também pela necessidade em
ver todas as posi¢cdes numeradas e por causa do aparecimento de técnicas de analise por
RMN-C ou raios-X. Nesta nomenclatura todos os &tomos estdo numerados,

nomeadamente 0s de azoto como esté ilustrado na Figura 8.

3 5 7

17 15 13

Figura 8 — Estrutura e numeracao de uma porfirina segundo a IUPAC

Para uma porfirina que seja substituida, por exemplo, no carbono 5, por um
grupo de quatro carbonos, estes vao ser denominados de 5*, 5%, 5° e 5*. Para simplificar
ainda mais, a IUPAC também nomeou doze familias de porfirinas e 0s seus
substituintes para ndo haver trocas com os nomes. A maior parte das porfirinas pode
formar complexos com ides metalicos, e estdo assim protegendo o interior do ndcleo de
ataques por espécies eletrofilicas e a reatividade dos carbonos nas diferentes posi¢des B-
pirrolicas vai ser alterada (Harrach et al., 2011). As metaloporfirinas sdo muito

importantes, como foi descrito anteriormente, porque sao elas que realizam o transporte
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de oxigénio (hemoglobina) e a fotossintese nas plantas (clorofila) (Valicsek et al.,
2011).

A escolha das porfirinas como alvo de estudo deve-se & sua capacidade de
producdo de oxigénio singleto em ambientes naturais. Assim sendo, sdo alvo de
inimeros estudos, principalmente em terapia fotodindmica (terapia alternativa a
quimioterapia onde sdo usados fotossensibilizadores para destruir células tumorais a
partir do oxigénio singleto), uma vez que as porfirinas apresentam baixa citotoxicidade
na auséncia de luz (DeRosa and Crutchley, 2002). As porfirinas tém 22 eletrdes 7 na sua
estrutura, em que 18 desses eletrdes conferem aromaticidade, e também tém a
capacidade de absorver radiacdo a varios comprimentos de onda (Figura 9),
nomeadamente entre os 400-450 nm (banda Soret) e na regido dos 500-700 nm (bandas
Q). As porfirinas podem possuir varios substituintes no macrociclo e um ido metalico
no centro. Este pode ainda apresentar ligacdes nas posicdes axiais e alterar as
propriedades fisico quimicas do nucleo porfirinico (Zhang et al., 2011, Wang et al.,
2007).

-~ Banda Soret

//

-2 x 107
h\“?‘mdasl}
|
| V\/\J/-\

W00 (0
FoLmna)

Figura 9 — Espectro de absorcao tipico de uma porfirina

1.5.2 As porfirinas como fotossensibilizadores

O estado tripleto das porfirinas tem um tempo de vida longo, o que permite um
rendimento quéntico elevado. As reacOes de fotodegradacdo em que sdo usadas
porfirinas ocorrem através de dois mecanismos: mecanismo de Tipo | e mecanismo de
de Tipo Il. No entanto, previamente a qualquer mecanismo, a porfirina (Sens) absorve
radiacdo e fica num estado excitado (reacdo 29). Apos a porfirina estar no estado

excitado é que podem ocorrer os dois tipos de mecanismo. No mecanismo de Tipo I, a
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porfirina excitada vai reagir com o composto alvo e forma os produtos de degradacao.
No mecanismo de Tipo Il, a porfirina excitada vai reagir com X (pode ser O, ou 0 TiOy)
que vai passar para o0 estado excitado que, por sua vez, vai reagir com o composto alvo

que, por fim, vai ser degradado.

Sens + hv —'Sens*—3Sens*  (29)

Mecanismo de Tipo |

%Sens* + composto — produtos de degradacdo (30)

Mecanismo de Tipo Il
3Sens* + X —Sens + 'X*  (31)

IX* + composto—produtos (32)

Ergaieg e Seux (2009) estudaram o uso de uma porfirina para destruir bactérias.
A destruicao das bactérias resume-se em trés passos: num primeiro ha a acumulacéo do
fotossensibilizador na bactéria, o segundo passo consiste em incidir radiacdo no alvo
para induzir a passagem do O, para o seu estado singleto, muito reativo e, por fim, o
'0,* vai reagir com determinados sitios na bactéria, levando-a & destruico. Este
processo pode ocorrer de duas maneiras diferentes: o mecanismo de Tipo | e o de Tipo
Il descritos anteriormente. No de Tipo I, o fotossensibilizador reage com a biomolécula
para produzir radicais livres. No de Tipo I, é produzido o 'O,* através do
fotossensibilizador que depois vai destruir a bactéria.

Zhang et al. (2011) usaram uma porfirina como fotossensibilizador em
combinacdo com o TiO, para a degradacdo do 4-nitrofenol (4-NP) e do alaranjado de
metilo (MO - methyl orange). Os autores testaram a fotodegradacdo de uma solucao
com estes compostos na presenca de TiO, e concluiram que a fotodegradacdo era muito
lenta. No entanto, verificaram que, na presenca da porfirina trans-di-hidroxi[5,10,15,20-
tetrafenilporfirinalestanho(IVV) (SnP) a reacdo ficava mais rapida. Os autores
conseguiram provar que os dois compostos sao degradados pelo radical *OH e pelo ido
*O,” e que, na presenca de porfirina com o TiO,, 0 tempo que € preciso para
fotodegradar estes dois compostos diminuia substancialmente. Os autores consideraram

as seguintes reag0es:
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SnP + Ay — SnP* (33)
SnP* + Ti0, — TiO,"(e-CB)+ SnP* (34)
TiO, (e-CB) + O, —TiO, + O,™ (35)
H'+0, — HO, (36)
2 HO, + 0, — H,0, + 20, (37)
H,0,+ 0, — OH+ OH + O, (38)

O,” (OH) + MO/4-NP — produtos de degradacdo (39)

Num outro estudo (Wang et al. 2007), os autores sintetizaram duas porfirinas
(cuja designacéo dada pelos autores foi Pp) diferentes e complexaram-nas com Cu(ll).
No final testaram a fotodegracdo do 4-NP na presenca de TiO, com as duas porfirinas.
Os autores obtiveram dois conjuntos de reacdes de fotodegradacao para as porfirinas, as
reacOes na presenca e na auséncia de Cu(ll). As reacdes na auséncia de Cu(ll) sdo as

seguintes:

[Pp] +hv — '[Pp]"—=3[Pp]" (40)
low3[pp] — [Pp]* + & (41)
TiO, + & —=TiO,(e") (42)
TiO,(e) + 0, — TiO, + O,  (43)

Nestas reacdes, quando a porfirina passa para o estado tripleto pode dar origem

a0 '0,. As reacdes de fotodegradacéo onde esta presente o ido Cu(ll) sdo as seguintes:

TiO,[Cu(II)Pp] + hAv — TiO,[Cu(I)Pp]* (44)
TiO,[Cu(Il)Pp]" —TiO,[Cu(Il)Pp]" + ¢ (45)
TiO,[Cu(Il)Pp] + e —= TiO,[Cu(I)Pp] (46)
TiO,[Cu(I)Pp] + 30, — TiO,[Cu(Il)Pp] + O, 47)
TiO,[Cu(I)Pp] + '0,— TiO,[Cu(I)Pp] + Oy (48)
TiO,[Cu(I)Pp] + H,0, — TiO,[Cu(Il)Pp] + OH +-OH  (49)

Nestas reagfes, o Cu(ll) é reduzido a Cu(l) pelos eletrGes formados e, mais
tarde, é oxidado pelas espécies *O,, H,0, e *0,. Neste tipo de reacdes o ido Cu(ll) sera
capaz de produzir fluorescéncia. Neste trabalho, os autores descobriram que as
porfirinas com o ido Cu(ll) tém uma atividade fotocatalitica maior do que as porfirinas
sem o ido Cu(ll).

E de notar que os estudos com as porfirinas geram *O,, além de outras espécies,

e esse 'O, vai ser a espécie responsével pela degradacio dos poluentes. Ent&o, no estudo
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da fotodegradacdo do metoprolol na presenca de porfirinas € importante conhecer qual a

espécie responsavel pela degradacdo e comparar com a literatura.

1.6 Objetivos do trabalho

Os objetivos estabelecidos para este trabalho foram estudar a fotodegradacéo do
metoprolol na presenca de AF naturais e de uma porfirina. Como ja foi referido
anteriormente, um estudo realizado com os AF usados neste trabalho revelou que era o
10, a espécie responsavel pela fotodegradacéo do metoprolol. Por isso, foi se testar uma
porfirina como fotossenssibilizador, eventualmente utilizavél para o tratamento de
efluentes, ja que a porfirinna em estudo também gera essa espécie.

No trabalho de Goncalves (2012) anteriormente realizado com os AF utilizados
no presente trabalho ja& se tinham observado produtos resultantes da fotodegradacdo do
metoprolol na presenca de AF, por isso, um outro objetivo do presente trabalho é
analisar esses produtos, por HPLC-MS" e atribuir lhes uma estrutura. Também se vao
comparar os produtos formados na fotodegradacdo do metoprolol na presenca de AF e

na presenga da porfirina.
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2. Procedimento experimental
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2.1 Lavagem do material de vidro

Durante a realizacdo deste trabalho laboratorial, todo o material utilizado foi
lavado com agua e submerso numa solugdo de detergente liquido alcalino Derquim LM
01 (Panreac) a 2,5% durante cerca de 2 horas. De seguida foi passado por agua destilada
e colocado a secar num recipiente apropriado. Depois de seco, todo o material foi

guardado num armario fechado para evitar contaminagoes.

2.2 Reagentes

Os principais reagentes utilizados neste trabalho laboratorial foram os seguintes:
tartarato de metoprolol (pureza: > 98%); da Sigma-Aldrich; acetonitrilo (qualidade para
HPLC, pureza: > 98%) da Lab-Scan analytical sciences; acido formico (pureza: > 98%);
da Panreac; dimetilsulfoxido (pureza > 99,5%) da Lab-Scan analytical sciences. Para o
estudo da fotodegradacdo do metoprolol, foram usados &cidos fulvicos extraidos do Rio
Vouga e recolhidos na zona do Cabo Carvoeiro em 1991, de acordo com a metodologia
descrita  pelos  autores  (Santos e  Duarte, 1998). A  5,10,15,20
tetraquis(pentafluorofenil)porfirina usada neste estudo foi sintetizada e cedida pelo

grupo de Quimica Organica da Universidade de Aveiro.

2.3 Equipamentos

A analise do metoprolol foi efetuada utilizando um Cromatografo para
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia Jason HPLC, equipado com uma bomba PU-
980, um detetor UV-Vis BarSpec a 222 nm, uma coluna C18 Phenomenex (150 x 4.60
nm, 5 um, 100 A°) e um injetor com um “loop” de 20 pl da Rheodyne fornecido pela
Supelco. A fase mdvel escolhida foi 4gua: acetonitrilo (90:10), contendo HCOOH 0,1 %
e a velocidade de fluxo foi 0.7 mL/min. Neste trabalho, este HPLC é denominado de
HPLC 1. Foi também utilizado outro Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia
Shimadzu constituido por um desgaseficador DGU-20A5, uma bomba LC-20AD, um
detetor UV-Vis SPD-20A a 222 nm, um forno CTO-10ASVP, uma coluna-PFP ACE®
C18 (5 um) com dimensdes 150 mm x 4.6 mm e um “loop” de 20 pL. A temperatura foi
mantida constante a 25°C. Neste trabalho, este HPLC é denominado de HPLC 2 e foi

-29-



Fotodegradacdo do metoprolol com sequestradores de oxigénio singleto

usado no estudo da detecdo dos produtos resultantes da fotodegradacdo do metoprolol.
A fase movel escolhida foi a mistura (90:10) de uma solucdo aquosa HCOOH 0,1 %
com acetonitrilo e a velocidade de fluxo foi 0.7 mL/min. A mistura solu¢do aquosa:
acetonitrilo foi feita através das bombas do cromatdgrafo e ndo preparada num unico
frasco como no HPLC 1, o que leva a que a percentagem final de HCOOH no eluente
seja 0,09% e ndo 0,1% como no HPLC 1. A fase mével foi previamente filtrada por
filtros de membrana 0,2 um (Schleicher & Schuell).

Para identificar os produtos resultantes da fotodegradacdo do metoprolol na
presenca de AF utilizou-se um HPLC constituido por um amostrador automatico Accela
(T = 16°C), com loop variavel, uma bomba Accela 600 LC e um detetor Accela 80 Hz
PDA (Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA, EUA). A separagédo foi efetuada com
uma coluna-PFP ACE® C18 (5 um) com dimensdes 150 mm x 4.6 mm e um “loop” de
20 pL acondicionada a 25 °C. Utilizou-se como fase mdvel uma mistura de agua:
acetonitrilo (90:10), com 0.1% de acido férmico e um fluxo de 0,7 mL/min. O volume
injetado foi de 23 pL com detecdo a 222 nm, tendo sido registados os espectros UV no
intervalo compreendido entre 200 e 600 nm. O HPLC foi acoplado a um espetrometro
de massa LCQ Fleet ion trap (ThermoFinnigan, San Jose, CA, USA), equipado com um
sistema de ionizacdo por electrospray (ESI) operando no modo positivo. O fluxo de
azoto e do gas auxiliar foi de 40 e 5 (unidades arbitrarias), respetivamente. A voltagem
do “spray” foi 5 kV e a temperatura e voltagem do capilar foram 300 °C e 28 V,
respetivamente. As experiéncias de CID-MS" foram efetuadas com a selegdo de m/z dos
i0es pecursores na gama compreendida entre 100 e 1000. A amplitude de isolamento
dos ides pecursores foi de 1.0 unidade de massa. O tempo de varrimento foi de 100 ms e
a energia de colisdo otimizada entre 15 e 40 (unidades arbitrarias), usando hélio como
gas de colisdo. A aquisicdo de dados foi efetuada recorrendo ao software Xcalibur
(ThermoFinnigan, San Jose, CA, USA).

As irradiacOes foram efetuadas em tubos de quartzo (20 x 2 cm) e as solugdes
foram irradiadas utilizando um simulador de radiagdo solar Solarbox 1500
(Co.fo.me.gra, Italy) equipado com uma lampada de xenon de 1500W e uns filtros que
impedem a transmissdo da luz de comprimentos abaixo de 290 nm. Foi usado também
um multimetro (Co.fo.me.gra, Italy) equipado com um sensor de temperatura e um
sensor de UV 290-400 nm para monitorizacdo da temperatura e da irradiancia,
respetivamente. Durante as experiéncias a irradiancia foi mantida constante a 550 W/m?

para toda a gama espectral (o que corresponde a 55 W/m? na zona 290-400 nm). Os
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tubos de quartzo foram colocados sobre um suporte metalico de modo a permitir uma
irradiacdo homogénea.
Os espetros de UV-Vis das varias solucbes foram adquiridos num

espetrofotdmetro UV-Vis Shimadzu em células de 1 cm.

2.4 Preparacéo das solucdes

A solucdo mae de metoprolol foi preparada pesando 50 mg de metoprolol;
transferidas para um baldo volumétrico de 100 mL e dissolvidas em &gua Milli-Q. A
solugdo mée de metoprolol tem uma concentracdo final de ~500 mg/L. Esta solucéo de
metoprolol foi utilizada para, por diluicdo com agua Milli-Q, preparar padrbes de
calibracdo com concentracbes entre 10 e 50 mg/L, e para preparar as solucbes de
metoprolol a irradiar nos ensaios da fotodegradacdo com os &cidos fulvicos e a
porfirina. A solugdo mae foi envolvida em papel de aluminio para evitar o efeito da luz
e foi armazenada no frigorifico. Os padrbes foram guardados no escuro para posterior
analise por HPLC-UV.

A solucdo mée de &cidos fulvicos (AF) 250 mg/L foi preparada por dissolucéo
de 5 mg de AF em &gua Milli-Q num bal@o volumétrico de 20 mL. A solugdo mae foi
utilizada nos ensaios de fotodegradacdo do metoprolol. A solucdo mae foi envolvida em
papel de aluminio para evitar o efeito da luz e armazenada no frigorifico.

A solucdo mae da porfirina H,TPFPP foi preparada pesando 5 mg de H,TPFPP e
transferindo-a para um baldo volumétrico de 5 mL para se obter uma concentragéo final
de 1000 mg/L. A porfirina foi dissolvida em DMSO. Depois de preparada, a solugéo foi

envolvida em papel de aluminio e armazenada no frigorifico.

2.4.1 Preparacao das solucgdes para o estudo da fotodegradacéo do metoprolol na

presenca de acidos fulvicos naturais

A partir da solucdo mée de metoprolol 500 mg/L e de AF 250 mg/L foram
preparadas as solugdes para se estudar a fotodegradacéo do metoprolol na presenca de
AF. As solucdes para esse estudo tinham uma concentragdo de metoprolol de 50 mg/L e
uma concentracdo de acidos falvicos de 10 mg/L Gongalves (2012). Nos estudos de
identificacdo dos produtos resultantes da fotodegradacdo do metoprolol em presenca de
AF utilizou-se uma solugdo de metoprolol de 250 mg/L com 10 mg/L de &cidos

fulvicos.
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2.4.2 Preparacao das solugdes para o estudo da fotodegradacéo do metoprolol na
presenca de 5,10,15,20-tetraquis(pentafluorofenil)porfirina
A partir da solugdo mée de metoprolol 500 mg/L e H,TPFPP 1000 mg/L foram
preparadas as solugdes para se estudar a fotodegradacdo do metoprolol na presenca da
porfirina. As solucdes para esse estudo tinham uma concentracdo de metoprolol de 50
mg/L e uma concentragdo de 10 mg/L de porfirina. Nos estudos de identificagdo dos
produtos resultantes da fotodegradagdo do metoprolol na presenca de porfirina utilizou-

se uma solucdo de metoprolol de 250 mg/L com 10 mg/L de porfirina.

2.5 Irradiacdo das soluctes

Ap0s preparacao das solucbes para o estudo da fotodegradacdo do metoprolol,
transferiram-se aliquotas de 20 mL dessas solucdes para os tubos de quartzo, vedaram-
se 0s tubos com parafilme e, de seguida, foram irradiadas durante diferentes periodos de
tempo. O tempo de irradiacdo utilizado dependeu do tipo de estudo em questdo; para o
estudo do metoprolol na presenca de AF o tempo de irradiacdo foi entre 0 e 72 horas;
para a porfirina, o tempo de irradiacdo foi entre 0 e 24 horas. As experiéncias
realizaram-se em triplicado, ndo simultdneas, e sob as mesmas condicdes.
Simultaneamente foram efetuados ensaios de controlo no escuro, estando os tubos
envolvidos em papel de aluminio para verificar a influéncia da auséncia de radiacdo no

metoprolol. Apos a irradiacéo, as solugdes foram analisadas por HPLC-UV.

2.6 ldentificacdo dos produtos resultantes da fotodegradacdo do

metoprolol na presenca de &cidos fulvicos

No estudo da identificacdo dos produtos de degradacdo do metoprolol na
presenca de AF (10 mg/L) utilizou-se uma solugdo de metoprolol 250 mg/L que foi
irradiada durante 24 h. Apos a irradiacdo, a solugéo foi pré-concentrada por liofilizagdo
seguida de analise no HPLC-PDA-MS/MS.
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2.7 Determinacgdo do metoprolol por HPLC-UV

A determinacdo analitica do metoprolol foi efetuada utilizando as condicgdes
previamente determinadas por Gongalves (2012) e utilizando o HPLC 1. As retas de
calibracdo foram obtidas com solucBes padrdo no intervalo de concentragdes 10-50
mg/L preparadas por diluicdo, em agua milli-Q, da solugcdo metoprolol 500 mg/L; cada
padréo foi injetado duas ou trés vezes. A Figura 10A apresenta um cromatograma tipico
de uma solucdo de metoprolol. A partir da area do pico do metoprolol de cada solugéo

padrdo foi construida a reta de calibracdo (Figura 10B).
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Figura 10 — (A) Cromatograma para o padrao de 50 mg/L de metoprolol. (B) Reta de calibracéo
do metoprolol
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No decorrer do trabalho aqui apresentado foram realizadas varias retas de
calibracdo. Com a realizacdo de varias retas foram obtidos diversos valores do
coeficiente de correlacdo (r) e do limite de detegcéo (LD). Relativamente aos valores do
coeficiente de correlacdo, apenas foram consideradas as retas de calibracdo com valores
superiores a 0,99. Para determinar o limite de detecdo usou-se a seguinte férmula:

LD = 3%Sy/x (50)

m

onde m é o declive da reta de calibracdo e Syx € o desvio padréo residual (Miller e
Miller, 2005),

A AN
onde y; —y; corresponde aos residuos dos valores de y e y;aos valores de y

estimados a partir da reta de calibracdo; n é o numero de pontos. O limite de detecdo
médio obtido, e o respetivo desvio padrdo para 6 determinacdes foi de 3,62 = 0,97
mg/L.

Antes de cada andlise no HPLC 1 foram injetados dois padrdes de metoprolol,
preparados no proprio dia da andlise, um de concentracdo 10 mg/L e o outro de 50
mg/L. Substituindo o valor da area do pico de metoprolol para cada solucdo padrdao na
equacdo de reta foi possivel calcular a concentracdo de metoprolol e o erro associado.
Considerou-se que, sempre que 0 erro obtido ndo ultrapassasse os 5%, a reta de
calibracdo era valida para usar na analise do metoprolol nos estudos de fotodegradacao.
Caso contrario, era preciso construir uma nova reta de calibracdo. O desvio padrdo de

varias injecdes da mesma amostra foi sempre menor que 5%.

2.8 Determinacéao das constantes de velocidade da fotodegradacao

A concentracdo do metoprolol foi determinada por HPLC-UV como foi referido na
seccdo 2.7, para os diferentes tempos de irradiacdo. Assumindo que a fotodegradacdo do
metoprolol, tanto na presenca de AF como na presenca da H,TPFPP, segue uma cinética
de pseudo-1? ordem, a equagédo 52 vai ser ajustada aos dados experimentais (Gongalves,
2012),
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C(t)=Coe™ (52)
onde Cy é a concentracéo inicial de metoprolol ao tempo zero (mg/L) e k é a constante
de velocidade da reacéo (h™') determinada por regressdo néo-linear efetuada usando o
programa GraphPadPrism5® (versdo trial, http://www.graphpad.com; dltimo acesso
Outubro 14, 2013). Uma vez que os ensaios foram efetuados em dias diferentes, as
solucdes de metoprolol na presenca de AF/H,TPFPP que iam ser irradiadas tinham
concentracgdes iniciais bastantes proximas de 50 mg/L mas ligeiramente diferentes umas
das outras. Por esse motivo, as concentragdes (C) das solucdes sujeitas a diferentes
tempos de irradiagdo foram normalizadas em relacdo a concentragdo inicial (Co). Sendo
assim, os graficos apresentados sobre as cinéticas sdo da concentracdo normalizada
(C/Cy) versus o tempo de irradiacdo. O valor da constante de velocidade apresentado
para as experiéncias do metoprolol na presenca de AF ou na presenca da H,TPFPP é o
valor do conjunto de todos 0s ensaios realizados para a respectiva cinética. Para o

calculo do tempo de meia vida, usou-se a equacéo 53,
t>=1In(2)/k (53)

onde k corresponde ao valor previamente determinado. As incertezas foram

determinadas para o intervalo de confianca de 95% para ambas as experiéncias.
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3. Resultados e discussao
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3.1 Estudo do efeito dos acidos fulvicos sobre a fotodegradacéo do

metoprolol

3.1.1 Cinética de fotodegradacédo do metoprolol (50 mg/L) na presenca de acidos

falvicos (10 mg/L)

Como ja foi referido anteriormente, o gréafico onde esta representada a cinética
da fotodegradacédo do metoprolol na presenca de AF 10 mg/L corresponde a variacdo da

concentracdo normalizada de metoprolol (C/Cy) em funcdo do tempo de irradiacdo e

esta representado na Figura 11.

Neste trabalho, ndo se estudou o efeito da radiacdo no metoprolol na auséncia de
acidos fulvicos, uma vez que esse estudo ja havia sido efetuado por Gongalves (2012),
tendo a autora verificado que o metoprolol nédo sofria fotodegradacdo durante 48 horas.

Também no estudo de Piram et al. (2008), os autores demonstraram que o metoprolol

nédo sofria fotodegradacdo direta por a

radiacdo abaixo dos 250 nm.
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Figura 11 - Cinética da fotodegradacéo de

ajustada aos dados experimentais

uma solucdo de metoprolol 50 mg/L na presenca de
AF 10 mg/L. A curva a tracejado representa a equagdo 52 (cinética de pseudo-12 ordem)
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Ao analisar a Figura 11, verifica-se que apds 72 horas de irradiacdo ja praticamente
ndo existe metoprolol, isto é, a taxa de degradacdo foi cerca de 84%. O valor médio da
constante de velocidade para a fotodegradacdo do metoprolol 50 mg/L na presenca de AF
10 mg/L foi de 2,61x10 + 0,27x102 h™* (95 % de confianca) e o tempo de meia vida
médio foi 26,8 = 2,8 h (95 % de confianca). Estes valores foram calculados usando as
férmulas apresentada na seccdo 2.8. No trabalho de Gongalves (2012), a constante de
velocidade média obtida para a fotodegradacdo do metoprolol na presenca dos mesmos AF
usando o mesmo sistema de radiacdo foi de 2,63x107% h™, ou seja, um valor muito

concordante com o obtido no presente trabalho.

3.1.2 Evolucdo dos produtos resultantes da fotodegradacdo do metoprolol na

presenca de acidos falvicos

Os cromatogramas HPLC-UV das solucgdes de metoprolol 50 mg/L irradiadas na
presenca de AF 10 mg/L revelaram a presenca de novos picos para além do metoprolol,
atribuidos a produtos resultantes da fotodegradacdo. Uma vez que, com a solucdo de
metoprolol 50 mg/L, esses picos eram muito pouco intensos, foi necessario usar uma
solucdo de metoprolol mais concentrada, isto €, 250 mg/L para uma melhor detecdo dos
novos picos. Assim, foram preparadas soluces de metoprolol 250 mg/l e AF 10 mg/L,
irradiadas durante um determinado tempo e injetadas no HPLC 1. A Figura 12 apresenta
0 cromatograma obtido para um tempo de irradiacdo de 24 horas. Ao analisar o
cromatograma verifica-se a existéncia de 4 novos picos resultantes da fotodegradacgéo
do metoprolol na presenca de AF. Estes picos apresentavam um tempo de retencdo
bastante curto, o que conduzia por vezes a uma ma resolucdo e dificuldade na
integracdo dos picos para o célculo das areas, principalmente no caso do segundo e
terceiro picos dos produtos de fotodegradacdo do metoprolol (Figura 12B). Na maioria
das vezes esses dois picos apareciam sobrepostos, ou entdo havia dificuldade em
diferencia-los da linha de base o que dificultava a leitura da sua area para assim se

proceder ao estudo da evolugéo dos picos com o tempo de irradiacao.
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Figura 12 — (A) Cromatograma da solucéo de metoprolol 250 mg/L e de acidos falvicos 10
mg/L irradiada durante 24 horas e lida no HPLC 1; (B) Ampliacdo do cromatograma no
intervalo de tempo 3,25-6,5 min.

Para evitar este problema recorreu-se ao uso do cromatografo designado por
HPLC 2. As solugdes foram preparadas, irradiadas e injetadas no HPLC 2, tendo-se
verificado que o cromatograma tinha um aspeto muito diferente do obtido no HPLC 1,
em que o HPLC 2 apresentou uma melhor resolucdo e sensibilidade em relacdo ao
HPLC 1, e ao analisar os cromatogramas verificou-se a existéncia de mais picos além
dos 4 picos detetados anteriormente; além disso, também facilitou a andlise dos
cromatogramas para retirar a area dos picos para se estudar a sua evolucdo. Deste modo,

optou-se por utilizar o HPLC 2 para estudar a evolucdo dos produtos de degradacgéo do
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metoprolol na presenca de AF. E de salientar que, com apenas 3 horas de irradiagéo foi

possivel detetar alguns picos correspondentes a produtos da fotodegradacdo do

metoprolol. A Figura 13 apresenta o cromatograma referente a 3 horas de irradiagéo.
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Figura 13 - (A) Cromatograma do metoprolol 250 mg/L com &cidos fulvicos 10 mg/L com 3
hora de irradiagéo; (B) Ampliagdo do cromatograma no intervalo de tempo 4-20 min.

Apos analise da Figura 13, verifica-se que os picos referentes aos produtos da

fotodegradagdo do metoprolol tém um tempo de retencdo entre os 3 minutos e os 20

minutos. Apos 3 horas de irradiacdo € bastante notoria a formacdo de 3 novos produtos,

que sdo os mais importantes da fotodegradacdo do metoprolol na presenca de AF. A

Figura 14 apresenta o cromatograma da solucdo de metoprolol obtido apds 24 horas de

irradiacao.
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Figura 14— (A) Cromatograma do metoprolol 250 mg/L com acidos falvicos 10 mg/L com 24
horas de irradiacdo; (B) Ampliacdo do cromatograma no intervalo de tempo 3-20 min.

Analisando a Figura 14 conseguem-se observar varios picos resultantes da
fotodegradacdo do metoprolol para além dos 3 produtos observados no cromatograma
da Figura 13. E notoria a presenca de um pico mais intenso que todos os outros. Com 0
objetivo de se estudar a evolucdo destes novos produtos resultantes da fotodegradacéo
do metoprolol na presenga de AF, foram preparadas solugdes de metoprolol 250 mg/L
com AF 10 mg/L e irradiadas durante 1, 3, 6, 12, 24 e 48 horas. Uma vez que é notdria
no cromatograma a presenca de muitos picos e alguns mal resolvidos (Figura 14B),
dificultando a leitura das respetivas areas, para o estudo da evolucdo dos picos com o

tempo de irradiacdo, selecionou-se apenas 0s picos mais intensos, ou seja, 7 picos, que
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se encontram apresentados na Figura 15, e que foram nomeados pelas letras A, B, C, D,
E,FeG.
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Figura 15 - Cromatograma de uma solugdo de metoprolol 250 mg/L com acidos fulvicos 10
mg/L ap6s 24 horas de irradiacdo e respetiva atribuicdo dos picos

Apds a analise dos cromatogramas para 0s varios tempos de irradiacao,
procedeu-se a construcdo de graficos que exemplificam a evolucéo dos picos ao longo

do tempo para dois ensaios (Figura 16).
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Da andlise da Figura 16, observa-se que os picos A, B, C e G estdo sempre
presentes e a sua area aumenta ao longo do tempo. Os picos D, E e F, formam-se
inicialmente e passado um certo tempo de irradiagdo (6-12 horas) comecam a
desaparecer, ou seja, estes produtos de fotodegradacdo do metoprolol também devem
ser fotodegradados, podendo também ser intermedidrios de outros produtos da

fotodegradagéo do metoprolol.

3.1.3 ldentificacdo dos produtos resultantes da fotodegradacdo do metoprolol na

presenca de acidos falvicos por HPLC MS/MS

Num primeiro passo, antes de analisar qualquer solucdo irradiada, injetou-se no
MS/MS a solucdo mée de metoprolol. A solucdo de metoprolol apresentou o ido
[M+H]" a um m/z 268, que foi sujeito a fragmentacdo por MS" de modo a verificar o seu
padréo de fragmentac&o. A Figura 17 apresenta o espetro MS? do metoprolol e a Tabela

6 apresenta um sumario do perfil de fragmentacdao do metoprolol.

100 180.5
] . C o
= apgd 115.5
g ]
I 158.9
. 2180
g 3 1209
§ 207 979 77 4329 soot |1e3s 2250 re0s
" 1 @s0 |1050 | 1emo || 2089 | |2331 <0 8
I:l|||||||||||||||'|||'|||||||||||||||||||||||||

T
&0 104 120 140 160 180 200 220 240 260 280

m/z

Figura 17 — Espectro MS? para a solucéo de 500 mg/L de metoprolol ((M+H]* m/z 268)

- 46 -



Fotodegradacdo do metoprolol com sequestradores de oxigénio singleto

Tabela 6 — Perfil de fragmentac&o do metoprolol, [M+H]" m/z 268*.

[M+H]"
m/z

MS? m/z

MS® m/z

MS*m/z

MS® m/z

268

250

218
191

176, 159
159

226

194
191
176
159
121
74

121
159
133

218

176
161
159
143
133
98

159, 147, 133

131

105

131

194

150
121
74

121

191

159

144,141, 131, 129, 91

91

176

159
147
133
131

131

105

161

133

105

159

144
141
131
129
91

91

133

105

131

91

116

74
72
56

98

56

*m/z a negrito foram sujeitos a analise por MS"

A Figura 18 apresenta o perfil de fragmentacgéo proposto para o metoprolol.
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Figura 18 - Perfil de fragmentagédo proposto para o metoprolol

O perfil de fragmentagdo do [M+H]" m/z 268 proposto neste trabalho é
semelhante ao observado por outros autores utilizando ESI-MS (Borkar et al., 2012,
Benner e Ternes, 2009). As vias de fragmentacdo e os varios fragmentos identificados
para 0 metoprolol poderdo ser uteis na identificacdo dos produtos formados na

fotodegradacé@o do metoprolol na presenca de AF.
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Uma vez estabelecido o perfil de fragmentacdo do metoprolol prosseguiu-se para
a identificagdo dos produtos resultantes da sua fotodegradacdo na presenca de AF.
Como ja foi referido anteriormente, a solugdo de 250 mg/L de metoprolol na presenga
de 10 mg/L de AF foi irradiada durante 24 horas. Esta solu¢éo foi analisada no HPLC 2
para se obter um cromatograma onde fosse possivel observar os produtos de degradacao
formados. Devido a indisponibilidade do HPLC MS/MS, a solucdo irradiada foi
congelada durante aproximadamente 3 meses. Apos o descongelamento desta, a solugdo
foi pré-concentrada por liofilizacdo. Para verificar se 0s picos se mantinham ou ndo, a
solucdo liofilizada foi injetada novamente no HPLC 2 e comparada com a solucgéo
original antes da liofilizagdo. Os cromatogramas referentes a esta solucéo antes e depois

da liofilizacdo estdo apresentados na Figura 19.
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Figura 19 — Cromatograma do HPLC 2 da solucdo de metoprolol 250 mg/L e AF 10 mg/L
irradiada durante 24 h antes de liofilizar (A) e depois de liofilizada (B). As escalas dos
cromatogramas sao diferentes.
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As escalas dos eixos dos y nas Figura 19A e 19B sdo muito diferentes e observa-
se que o cromatograma da solucdo liofilizada (Figura 19B) apresenta 0s picos com uma
area maior por causa dos produtos estarem mais concentrados devido a liofilizacdo.
Também se pode concluir que a maioria dos picos mantém-se presentes no
cromatograma da solucdo liofilizada. No entanto, alguns picos apresentam uma
intensidade relativa menor ou quase desapareceram, talvez devido a volatilizacdo ou
degradacdo dos compostos relativos a esses picos. A solucdo apoés liofilizacdo foi

injetada no HPLC MS/MS e o cromatograma obtido esta representado na Figura 20.
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Figura 20 — (A) Cromatograma do HPLC MS/MS para a solugdo de metoprolol 250 mg/L na
presenca de 10 mg/L de AF irradiada 24 horas ; (B) Ampliacdo do cromatograma no intervalo
de tempo 0-25 min.
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Apols comparacdo do cromatograma da Figura 20 com o cromatograma da
Figura 19B, observa-se que os cromatogramas sdo diferentes e é dificil assim fazer a
correspondéncia entre os cromatogramas obtidos no HPLC 2 e no HPLC MS/MS. Uma
causa provavel para tal facto € as colunas poderem ser ligeiramente diferentes apesar de
ambas serem C18. Assim, prepararam-se 2 novas solucdes de metoprolol 250 mg/L na
presenca de AF 10 mg/L que foram irradiadas durante 2 tempos diferentes, 6 horas e 24
horas. Estes dois tempos foram escolhidos a partir da andlise da Figura 16
correspondente a evolucdo dos picos; enquanto os picos A, B, C e G apresentam
maximos as 24 horas, os picos D, E e F apresentam méaximos as 6 horas de irradiacdo e
por isso estes seriam os tempos mais indicados para identificar os produtos de
degradacdo. Apds a irradiacdo das solucgdes, estas foram injetadas no HPLC MS/MS
utilizando a mesma coluna C18 do HPLC 2 (que foi levada para o HPLC MS/MS) para
se poder relacionar cada um dos picos analisados. Os dois cromatogramas obtidos

encontram-se na Figura 21.
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Figura 21 - (A) Cromatograma do HPLC MS/MS para a solugdo de metoprolol 250 mg/L na presenca de 10 mg/L de AF irradiada 24 horas (A) e 6 horas (B);
Ampliacdo do cromatograma no intervalo de tempo 0-26 min para as 24 horas de irradiagdo (A’) e para as 6 horas de irradiacdo (B’).
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Ap0s analise da Figura 21 e comparando com a Figura 15 (cromatograma do
HPLC2 da solucdo de metoprolol 250 mg/L na presenca de AF10 mg/L ap6s 24 horas
de irradiacdo) verifica-se que existe alguma discrepancia nos cromatogramas, apesar da
coluna usada nos dois aparelhos ser a mesma e as condicbes de analise serem
praticamente as mesmas (fluxo de 0,7 mL/min e fase mdvel de solucdo aquosa de
HCOOH:acetonitrilo 90:10 com percentagem total de HCOOH de 0,09% no HPLC 2 e
de 0,1 % no HPLC MS/MS). Por essa razdo ndo foi possivel fazer a correspondéncia
direta entre os picos analisados no HPLC 2 e os picos obtidos no HPLC MS/MS. Por
essa razdo, apresentaremos a identificacdo dos compostos que deram origem aos picos
do cromatograma HPLC-UV obtido no equipamento de HPLC-DAD MS/MS. Estes
picos irdo ser numerados do pico | ao pico VII (Figura 22) e para uma mais fécil analise

encontram-se também identificados na Tabela 7.
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Figura 22 - Cromatograma do HPLC MS/MS de uma solugdo de metoprolol 250 mg/L com
acidos fulvicos 10 mg/L ap6s 6 horas de irradiacao e respetiva atribuicao dos picos.
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Tabela 7 — Atribuicdo dos picos ao respetivo tempo de retencdo e a sua massa

Pico t'r (min) | [M+H]" m/z
| 6,6 282
11 9,2 254
i 11,0 284
v 13,6 238
V 144 300
VI 21,0 252
VII 21,7 226

Como se pode verificar nos cromatogramas da Figura 22 e na tabela 7, foram
observados sete picos correspondentes a fotodegradacdo do metoprolol na presenca de
AF. Até a data, na literatura, s6 hé dois trabalhos em que foram identificados produtos
da fotodegradacdo do metoprolol na presenca de AF (Liu et al., 2009, Chen et al.,
2012a). Liu et al. (2009) recolheram amostras de agua de rio em meses diferentes e
estudadaram a fotodegradacdo do metoprolol nessas aguas, tendo detetado produtos de
degradacdo com m/z 226, 254, 284 e 300. Os autores apenas identificaram os produtos
com m/z 226 e 254. Na Figura 23 apresentam-se as estruturas propostas pelos autores

para estes dois produtos da fotodegradacao.

AN
o AT

-42 Da,- CH,CHCH,
14 Da, - CH,

ﬂ L o s,
pUes

m/z: 254 m/z: 226

Figura 23 — Esquema de transformacdo do metoprolol nos produtos de m/z 226 e m/z 254
proposto por Liu et al. (2009)

Chen et al. (2012a) ao estudarem a fotodegradagdo do metoprolol em solugdes

aquosas na presenca de AF extraidos do carvao de uma mina, referiram que o produto
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principal resultante da degradacdo do metoprolol apresentava um m/z de 226 e
identificaram este produto como sendo 0 mesmo que 0 proposto por Liu et al. (2009)
(ver Figura 23).

No presente trabalho foram observados mais produtos resultantes da
fotoderadacdo do metoprolol na presenca de AF, para além dos produtos m/z 226 e m/z
254 mencionados anteriormente. Neste trabalho apenas se ir4 tentar identificar os
produtos correspondentes aos ides [M+H]" m/z 226, 254, 238 e 282 (compostos VII, I,
IV e I, respectivamente).

Os primeiros produtos a serem analisados correspondem aos ides [M+H]" m/z
254 (composto 11) e 226 (composto VII). Uma vez que o ido [M+H]" m/z 254 também
corresponde ao pico mais intenso no cromatograma da solucéo irradiada durante 6 horas
(Figura 22), pode-se fazer uma analogia entre 0 cromatograma da Figura 15 na analise da
evolucdo dos picos, e atribuir este composto I, provavelmente, ao pico C. Na Tabela 8
estdo representados os perfis de fragmentacéo para aos ides [M+H]" m/z 254 (composto
I1) e (226 composto VII).
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Tabela 8 - Perfil de fragmentacio do ido [M+H]" m/z 254 e m/z 226

Composto | [M+H]* m/z| MS’m/z | MS® m/z
194
236 177
98
194
177
212 133
105
74
194
1 254 133
159 131
129
159
177 133
105
133
105
74
208
176
150
194 147
121
a7
191
159
VI 226 176 133
121
159
133
93
121 91
93
74

Para os produtos de degradacdo 11 e V111 correspondentes aos ides [M+H]" m/z
254 e m/z 226, respetivamente, foram atribuidas as mesmas estruturas propostas por Liu
et al. (2009) apresentadas na Figura 23. A Figura 24 e a Figura 25 apresentam 0s

esquemas de fragmentacdo propostos para estes dois compostos.
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Tal como referido anteriormente, no presente trabalho tentou-se ainda identificar
os compostos IV e | correspondentes aos ides [M+H]" m/z 238 e m/z 282,
respetivamente. A Tabela 9 apresenta os fragmentos desses produtos obtidos por HPLC-
MS".

Tabela 9 - Perfil de fragmentacéo do ido [M+H]* m/z 238 e m/z 282

+ 2 3
Composto [M+H] MS MS
m/z m/z m/z
182
178
220 161
133
98
178
196 161
133
v 238 178 161
133
161 105
149
133 105
116
105
98
234
210
192
175
252 157
133
116
98
240
| 282 175
159
205 145
131
157
175 147
133
145
133
116

As estruturas propostas para 0s compostos de degradacao IV e | correspondentes
aos ides [M+H]+ m/z 238 e m/z 282, respetivamente, estdo apresentadas nas Figura 26 e

27 , juntamente com os respetivos esquemas de fragmentacéo.
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O composto correspondente ao m/z 238 (composto 1V) ja foi detetado e
identificado por Borkar et al. (2012) como sendo um produto de degradacao resultante
da oxidacdo de metoprolol 1 g/L na presenga de 15% H,0O,. Os autores estudaram a
degradacdo durante 25 dias a temperatura ambiente por LC-QTOF-ESI-MS/MS e
fizeram MS" o que Ihes permitiu obter o perfil de fragmentacdo para o composto. No
entanto, os fragmentos obtidos e as vias de fragmentacdo sdo bastante diferentes do
perfil de fragmentacdo e do esquema proposto neste trabalho. Sojié et al. (2012)
detetaram também um composto com m/z 238, por LC-ESI-MS/MS, resultante da
degradacdo de metoprolol 13,4 mg/L sob acdo de radiacdo UV, na presenca de Oz e
combinando radiagcdo UV na presenca de Os;. No entanto, os autores apresentam uma
estrutura diferente da proposta neste trabalho. Nesse trabalho os autores apenas fazem
MS/MS e detetaram apenas os fragmentos m/z 196, 161, 149, 133 e 105. No entanto, 0s
autores nao atribuem estruturas a estes fragmentos nem apresentam vias de
fragmentacdo e a estrutura proposta para 0 composto correspondente ao m/z 238 esta
representada na Figura 28A. Relativamente ao composto | correspondente ao m/z 282,
este foi identificado também por Soji¢ et al. (2012) como sendo um produto da
degradacdo de metoprolol 13,4 mg/L sob acdo de radiacdo UV, na presenca de Oz e
combinando radiacdo UV na presenca de O3 e esta representado na Figura 28B. Como
se referiu anteriormente, estes autores apenas fizeram MS/MS, detetaram os fragmentos
m/z 205, 159, 145, 133 e 116 além de alguns outros, mas nao lhes atribuiram quaisquer
estruturas.

Nos trabalhos acima referidos (Borkar et al., 2012; Soji¢ et al., 2012), o0s
compostos Il e VII, também foram identificados como produtos de degradacdo do

metoprolol nas condi¢Ges acima referidas.
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OH
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o Y
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o

Figura 28 — Estruturas propostas por Soji¢ et al., 2012 para os fragmentos com m/z 238 (A) e
m/z 282 (B)
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3.2 Estudo do efeito da 5,10,15,20-tetraquis(pentafluorofenil)porfirina

sobre a fotodegradacao do metoprolol

Como ja foi referido anteriormente, as porfirinas conseguem produzir *O, e, como
se referiu no capitulo 3.1.1, o efeito fotossensibilizador dos acidos fulvicos do rio
Vouga na fotodegradacio do metoprolol ocorre essencialmente via produgéo de *O,. Por
essa  razdo, no presente  trabalho foi-se  testar a  5,10,15,20-
tetraquis(pentafluorofenil)porfirina  (H,TPFPP) como fotossensibilizador para a
fotodegradacdo do metoprolol, com vista a uma possivel aplicacdo no tratamento de

efluentes.

3.2.1 Cinética de fotodegradacdo do metoprolol (50 mg/L) na presenca de
5,10,15,20-tetraquis(pentafluorofenil)porfirina (10 mg/L)

Num estudo preliminar, a cinética de fotodegradacdo do metoprolol na presenca
da H,TPFPP foi estudada com tempos de irradiacdo entre as O e as 24 horas, tendo-se
verificado que apo6s 24 horas de irradiacdo a degradacdo do metoprolol era completa.
Assim, procedeu-se ao estudo da cinética de fotodegradacdo utilizando tempos de
irradiacdo mais curtos e no intervalo entre as 0 e as 12 horas. Simultaneamente foi
efetuado um ensaio controlo (no escuro). A Figura 29 apresenta a variacdo da
concentracdo normalizada (C/C0) do metoprolol em funcdo do tempo de irradiagéo na
presenca de H,TPFPP 10 mg/L. A razdo pela qual foi utlizada a concentracdo

normalizada de metoprolol ja se encontra referida anteriormente na sec¢édo 2.8.
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Figura 29 — Cinética da fotodegradacdo de uma solugdo de metoprolol 50 mg/L na presenga de
H,TPFPP 10 mg/L. Valores médios de varios ensaios efectuados. A verde sdo 0s ensaios no
escuro. As barras de erro correspondem ao desvio padrdo de pelo menos 3 ensaios. A curva a
tracejado representa a equacdo 52 (cinética de pseudo-1* ordem) ajustada aos dados
experimentais

Ao analisar a Figura 29, verifica-se que, apds 10 horas de irradiacdo, a
concentracdo de metoprolol é inferior ao limite de deteccdo (3,62 = 0,97 mg/L;
apresentado na secdo 2.7), isto é, ja ndo se consegue detetar no HPLC 1 o pico
correspondente ao metoprolol A partir da analise dos dados apresentados na Figura 29
calculou-se o valor médio da constante de velocidade para a fotodegradacdo do
metoprolol na presenca de H,TPFPP que foi de 0,245 + 0,026 h™ (95% de confianca) e
0 tempo de meia vida médio foi 2,83+0,31 h (95% confianca) como foi descrito na
seccdo 2.8. Comparando os valores da constante de velocidade e do tempo de meia
vida obtidos na fotodegradacdo do metoprolol na presenca de H,TPFPP com os obtidos
na presenca de AF naturais (capitulo 3.1.1.) conclui-se que, para a mesma concentracao
de metoprolol (50 mg/L), na presenca da H,TPFPP o metoprolol é mais rapidamente
fotodegradado no que na presenca dos AF. Assim, o tempo de meia vida do metoprolol
na presenca de H,TPFPP é cerca de 3 horas e na presenca de AF é de cerca de 27
horas. Relativamente ao ensaio controlo (escuro) em que o tubo de quartzo que contém
a mesma solucdo que foi irradiada, este estd envolvido em papel de aluminio para
evitar a radiacdo proveniente do Solarbox. Podemos assim concluir que ndo ha
qualquer degradacdo do metoprolol durante 24 horas, quando a solucao esta envolvida
em papel de aluminio, uma vez que os desvios observado na concentragcdo s&o

aleatdrios em relacéo ao valor inicial e séo inferiores a 4%.
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3.2.2 Produtos resultantes da fotodegradacdo do metoprolol na presenca da

5,10,15,20-tetraquis(pentafluorofenil)porfirina por HPLC

Os cromatogramas HPLC-UV das solucgdes de metoprolol 50 mg/L na presenca
de H,TPFPP 10 mg/L apresentaram novos picos cromatograficos para além do
metoprolol, que foram atribuidos a produtos resultantes da fotodegradacdo do
metoprolol. A Figura 30A apresenta 0 cromatograma obtido para um tempo de
irradiacdo de 3 horas. No cromatograma observa-se a presenca de 4 novos picos
resultantes da fotodegradacdo do metoprolol na presenca de H,TPFPP. Este estudo foi
efetuado no HPLC 1.
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Figura 30 — (A) Cromatograma da solucao de metoprolol 50 mg/L e H,TPFPP 10 mg/L
irradiada durante 3 horas e analisada no HPLC 1; (B) Cromatograma da solucéo de metoprolol
250 mg/L e AF 10 mg/L irradiada durante 24 horas e analisada no HPLC 1 (C) Ampliacéo do
cromatograma A no intervalo de tempo 2,5-6,5 min (D) Ampliagdo do cromatograma B no
intervalo de tempo 3,25-6,5 min

Se compararmos as Figura 30 A e C com as Figura 30 B e D referentes ao
cromatograma da solugcdo de metoprolol na presenca de AF, apesar de concentracGes de
metoprolol diferentes (250 mg/L nas solu¢bes com AF e 50 mg/L nas solugfes com
H,TPFPP), verificamos que 0s cromatogramas apresentam quatro picos da
fotodegradag@o do metoprolol com os mesmos tempos de retencéo para os dois tipos de

solucdo, ou seja, poderdo estar a formar-se produtos idénticos. Dado que o0 HPLC 1 tem
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um detetor com conjunto de diodos, € possivel obter o espectro da solucdo
correspondente a cada pico do cromatograma. Assim, para obter evidéncia adicional de
que os produtos formados sdo os mesmos, na presenca de AF e de H,TPFPP,

compararam-se 0S espectros correspondentes a cada pico dos cromatogramas. Essa
comparacao esta apresentada na Tabela 10.
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Tabela 10 — Espectros dos produtos da fotodegradacdo do metoprolol na presenca de AF e da H,TPFPP

Espetros dos produtos da fotodegradacdo do metoprolol na presencga de AF
de uma solucdo irradiada 24 horas

Espetros dos produtos da fotodegradacdo do metoprolol na presenca de
H,TPFPP de uma solugéo irradiada 3 horas
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Ao analisar a Tabela 10, 0s espectros obtidos dos produtos da fotodegradacdo do
metoprolol na presenga de AF sdo muito semelhantes aos obtidos na presenca da
H,TPFPP. Os espectros do produto do pico 2 apresentam maximos mais intensos na
presenca de H,TPFPP do que na presenca de AF, logo estardo a absorver mais nesse
comprimento de onda; este pico também corresponde ao pico com uma area maior no
cromatograma da Figura 30A. O pico do produto 4, na presenca de H,TPFPP apresenta
também um maximo aos 270 nm e na presenca dos AF esse maximo é pouco intenso.
Pode-se assim concluir que poderdo estar a formar-se 0s mesmos produtos, quer na

presenca de AF, quer na presenca de H,TPFPP.

3.2.3 Estudo do comportamento da 5,10,15,20-tetraquis(pentafluorofenil)
porfirina na presenca/auséncia de metoprolol

Quando os tubos de quartzo eram retirados do SolarBox, notou-se que,
dependendo do tempo de irradiacdo a solucdo perdia a sua cor rosada, caracteristica da
porfirina. Por isso decidiu-se registar, além dos cromatogramas, os espetros UV-Vis das
solucdes irradiadas para verificar se haveria alguma alteragdo da porfirina na presenca
do metoprolol, nomeadamente, se esta se estaria a degradar.

A Figura 31 mostra os espetros UV-Vis das solucdes de metoprolol 50 mg/L na
presenca de H,TPFPP 10 mg/L apés irradiacdo. No espectro inicial da solucdo
observam-se as bandas tipicas da porfirina a 520 nm e a 420 nm e uma pequena banda a
275 nm devida ao metoprolol ( espectro do tempo de 0 horas).
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Figura 31 — Espectro UV-Vis para uma solucdo de metoprolol 50 mg/L na presenca de
H,TPFPP ao longo do tempo depois de irradiada

Com a andlise da Figura 31, observa-se que as bandas caracteristicas da porfirina
vao desaparecendo ao longo do tempo, o que poderéa indicar que a porfirina esta também
a ser fotodegradada. Observa-se também que a banda do metoprolol (~274 nm) aumenta
até as 4 h de irradiacdo, 0 que poderd indicar a formacdo de produtos da sua
fotodegradagdo que poderdo absorver radiacdo proximo do comprimento de onda do
metoprolol, principalmente o produto 2 que tem uma banda de absorcdo grande a 280
nm. A banda de absorcdo préxima dos 420 nm pertencente a porfirina comeca logo a
desaparecer ap6s a primeira hora de irradiacdo, o que indica que podera estar a ser
fotodegradada. Apds 4 horas de irradiacdo, a banda préxima dos 274 nm comeca
também a desaparecer, o que significa que para além da degradacdo do metoprolol, os
seus produtos de degradacdo também podem estar a ser fotodegradados, podem também
estar a absorver a outro comprimento de onda ou a dar origem a produtos que absorvem
a menor comprimento de onda. Com o tempo de 24 h de irradiacdo, o espetro nédo
apresenta quaisquer bandas caracteristicas da porfirina ou do metoprolol, apresentando
uma banda por volta dos 300 nm. Estes resultados sugerem que a porfirina se degrada
em solucdo aquosa sob a acc¢do da luz solar simulada na SolarBox na presencga de
metoprolol.

Assim, decidiu-se estudar o comportamento da H,TPFPP na presenca e na

auséncia de metoprolol sem irradiagdo com o objetivo de verificar se 0 metoprolol tem
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algum efeito no espectro da porfirina em solucao, também se preparou uma solugéo de
H,TPFPP sozinha e foi sujeita a radiacéo para ver se ela se fotodegradava.

Com o objetivo de verificar se ocorriam alteragdes no espectro da porfirina na
presenca do metoprolol, foram preparadas solucdes contendo metoprolol 50 mg/L e
porfirina 10 mg/L, envolvidas em papel de aluminio e guardadas no escuro, € 0S seus
espetros UV-Vis foram registados durante 24 horas. Simultaneamente foram registados
0s espetros UV-Vis da solucdo de porfirina preparada nas mesmas condi¢gdes mas sem
metoprolol. A Figura 32 apresenta 0s espetros UV-Vis registados para a solucdo de

metoprolol 50 mg/L na presenca de porfirina 10 mg/L sem irradiacao.
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Figura 32 — Espectro UV-Vis para metoprolol 50 mg/L na presenga de H,TPFPP 10 mg/L no
escuro

A Figura 33 apresenta os espetros UV-Vis registados para solucdo de porfirina de

10 mg/L sem irradia¢&o no escuro.
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Figura 33 — Espectro UV-Vis da porfirina H,TPFFPP no escuro

Na andlise da Figura 32 observa-se que na presenca do metoprolol o espectro da
porfirina vai-se alterando ao longo do tempo, 0 que nao acontece quando a porfirina esta
sozinha em solugdo aquosa em que o espectro (Figura 33) se mantém inalterado ao
longo das 24 horas que esteve guardada no escuro, logo ela é estavel quando esta
sozinha. Para o tempo de 24 horas, na Figura 32, a absorvancia da porfirina na zona dos
423-500 nm diminui cerca de 30%, 0 que ndo acontece na zona dos 273 nm que
corresponde a zona do metoprolol. Este facto podera indicar a ocorréncia de alguma
interacdo entre a porfirina e 0 metoprolol que leva a uma diminui¢do da absorvancia da
porfirina, a porfirina podera estar a formar agregados com o metoprolol. Para confirmar
que ndo havia mesmo nenhuma degradacdo do metoprolol, a solucdo foi injetada no
HPLC 1 dando origem ao cromatograma apresentado na Figura 34. Da analise da figura
observa-se que na solucdo de metoprolol 50 mg/L e H,TPFPP 10 mg/L, guardada 3
horas no escuro e sem irradiacdo, ndo ha qualquer indicio da formacdo de produtos da
degradacdo do metoprolol. Além disso, a area correspondente ao pico do metoprolol

corresponde exatamente a concentracdo inicial de 50 mg/L.
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Figura 34 - Cromatograma de uma solucdo de metoprolol 50 mg/L e H,TPFPP 10 mg/L
guardada 3 horas no escuro

O estudo da solucéo de H,TPFPP 10 mg/L ao longo do tempo quando irradiada

deu origem ao conjunto de espectros que estdo representados na Figura 35.
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Figura 35 - Espectro UV-Vis da porfirina H,TPFFPP na auséncia de metoprolol quando
irradiada
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Com a observacao da Figura 35, conclui-se que existe uma alteracao do espectro
UV-Vis da H,TPFPP ao longo do tempo, o que poderd indicar que existe degradacdo da
porfirina. Ao final de 7 horas de irradiacéo, j& praticamente ndo se observa porfirina no
espectro UV-Vis, 0 que estd de acordo com a Figura 31, onde também se observa o
mesmo tipo de alteracdo do espectro UV-Vis da porfirina na presenca de metoprolol
quando a solucéo € irradiada. Convém tambeém relembrar que, apesar de os espectros de
UV-Vis evidenciarem a ocorréncia de degradacdo da porfirina ao longo da irradiacéo, o
seu efeito na fotodegradacao do metoprolol é notdrio, como se demonstrou em 3.2.1.

Estudos futuros terdo que ser realizados a fim de verificar que tipo de interacéo
ocorre entre a porfirina e o metoprolol no escuro e para verificar se, sob a accéo da luz,
a porfirina da origem a produtos da sua degradacdo que nao estdo a ser observados no
HPLC.
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4. Conclusao e perpetivas futuras
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No que diz respeito a fotodegradacdo do metoprolol na presenca de &cidos
falvicos, verificou-se que, apés 72 horas de irradiacdo, a taxa de degradacdo do
metoprolol foi de 84%. A degradagdo do metoprolol na presenca de AF segue uma
cinética de pseudo-primeira ordem, tendo-se obtido um valor da constante de velocidade
de 2,61x10% + 0,27x10%h™ e 0 tempo de meia vida de 26,8 + 2,8 h. Os valores obtidos
neste trabalho confirmam os obtidos num trabalho anteriormente realizado (Gongalves,
2012). Os cromatogramas das solucdes irradiadas evidenciaram a presenca de varios
picos além do metoprolol, o que significa a formacgédo de novos produtos resultantes da
degradacdo do metoprolol. Assim, na presenca de AF foi possivel identificar varios
produtos de degradacéo, tendo-se verificado que alguns dos produtos se mantinham
durante 24 horas (tempo de irradiagdo méximo estudado) enquanto que outros produtos
diminuiam e, por isso, seriam produtos intermediarios. Foi possivel por HPLC-MS/MS"
identificar 4 produtos e estabelecer o seu perfil de fragmentacéo: ides [M+H]" m/z 226,
254, 238 e 282. Os ibes m/z 226 e 254 j& haviam sido identificados em estudos
efetuados na presencga de AF. Por sua vez os ides m/z 238 e 282, apesar de ja terem sido
identificados em estudos de degradacdo do metoprolol em outras condic¢des, foram pela
primeira vez identificados como produtos resultantes da degradacdo do metoprolol na
presenca de AF naturais.

No que diz respeito a fotodegradacdo do metoprolol na presenca da H,TPFPP,
verificou-se que a concentracdo de metoprolol era inferior ao LD, logo a partir das 10 h
de irradiacdo ndo se consegui detetar o pico correspondente ao metoprolol. Este valor é
muito superior quando comparado com o valor obtido usando os &cidos fulvicos. A
degradacdo do metoprolol segue uma cinética de pseudo-primeira ordem, tendo-se
obtido um valor 0,243+0,04 h™* para a constante de velocidade e um tempo meia vida de
2,94+0,51 h. Ao comparar o0s espectros dos produtos da fotodegradacdo do metoprolol
na presenca de AF e na presenca de H,TPFPP, eles sdo bastante semelhantes, havendo
pequenas diferencas nas intensidades das bandas de absor¢do dos diferentes espectros.

Ao que tudo indica, a H,TPFPP também deve de ser fotodegrada juntamente
com o metoprolol; no entanto, a H,TPFPP, na presenca de metoprolol, sem irradiacéo,
sofre alteracGes no espectro UV-Vis, logo esta deve interagir com o metoprolol.

Em perpectivas futuras, convém analisar o0s restantes produtos da
fotodegradagdo do metoprolol na presenca de acidos fulvicos, além de se proporem as
vias de fragmentacas para os produtos que faltam. No caso da porfirina, convém saber

que tipo de interaccdo existe entre ela e o metoprolol. Quanto aos produtos de
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fotodegradag@o do metoprolol na presenca da H2TPFPP, convém também analisa-los e

compara-los com os obtidos na presenca dos AF para se saber se estdo a originar
produtos novos ou nao.
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