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Resumo

De acordo com a Organizacdo Mundial de Salde, a resisténcia antimicrobiana
representa a maior ameaca na saude publica do século XXI. Para ajudar a ultrapassar este
problema, neste trabalho foram sintetizados e caracterizados materiais funcionalizados com
liquidos idnicos e aplicados na remocdo de antibioticos de matrizes aquosas. Os antibi6ticos
estudados foram os seguintes: ciprofloxacina, cloranfenicol e tetraciclina. A adsorcdo dos
varios antibidticos aos materiais foi estudada utilizando ensaios cinéticos e a temperatura
controlada. Foram aplicados modelos cinéticos e isotérmicos aos resultados experimentais.
Conclui-se que os melhores modelos que descrevem os dados experimentais dependem do
antibidtico e do material em estudo. O material mais promissor identificado permite uma
capacidade méxima de adsorcdo em coluna de 34,47 + 0,01 mg de antibidtico por grama de

material.

Palavras-chave: Antibidticos; Contaminacdo ambiental; Resisténcia Antimicrobiana;
Liquidos l6nicos Suportados; Extracdo em Fase Solida.






Development of innovative materials for antibiotic removal

Abstract

According to the World Health Organization, antimicrobial resistance represents the
greatest threat in public health in the 21st century. To help overcoming this drawback, in this
study, materials functionalized with ionic liquids were synthesized and characterized and their
effectiveness in adsorbing antibiotics from aqueous matrices was evaluated. The following
antibiotics were studied: ciprofloxacin, chloramphenicol and tetracycline. The antibiotics
adsorption onto the materials was studied under kinetic assays and at controlled temperature.
Kinetic and isothermal models were applied to fit the experimental results. The best models to
describe the experimental results depend on the antibiotic and material being used. The most
promising material allows a maximum column adsorption capacity of 34.47 = 0.01 mg

antibiotic per g of material.

Keywords: Antibiotics; environmental contamination; Antimicrobial resistance; Supported

lonic Liquids; Solid Phase Extraction
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1. Introducéo







1.1 Enquadramento geral

Mundialmente, sdo consumidas mais de 100.000 toneladas de antibidticos por ano,
despoletando uma crescente preocupacao por parte da comunidade cientifica sobre o destino
pOs-ingestdo de todas estas substancias (Danner et al., 2019). O recurso indiscriminado ao uso
de antibidticos, quer por questdes terapéuticas ou pelos setores de produgdo, como por
exemplo, na indUstria, na agropecudria e na aquacultura, tem levado a uma acumulacdo de
substancias farmacologicamente ativas no nosso ecossistema, nomeadamente em cursos de
4gua sob a influéncia de Estacdes de Tratamento de Aguas Residuais (ETARs) (Bhagat et al.,
2020; Kraemer et al., 2019).

Atualmente, na esmagadora maioria das ETARs, os tratamentos aplicados ndo possuem
um grau de desenvolvimento suficientemente elevado para assegurar uma remocao eficaz de
todos os antibidticos e/ou dos metabolitos excretados, o que leva a que muitos deles persistam
nos efluentes ap6s os tratamentos (Michael et al., 2013; Rodriguez-Mozaz et al., 2020). Por
conseguinte, esses agentes antimicrobianos dispersam-se no meio ambiente, ameacando
severamente a saude humana. A presenca sistematica ao longo de periodos alargados de tempo
deste tipo de substancias no ecossistema desencadeara um aumento do risco da disseminacao
de genes de resisténcia aos antibidticos, contribuindo desta maneira para a criacao de bactérias
multirresistentes, um problema ja considerado pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
como uma das maiores ameacas a saude publica (World Health Organization, 2020).
Acrescenta-se ainda o facto da producdo e o consumo de antibi6ticos estarem a aumentar
anualmente em cerca de 30% a nivel mundial, fator impulsionado sobretudo pelo crescimento
populacional (Rodriguez-Mozaz et al., 2020). A Figura 1 indica as possiveis vias de entrada de
antibidticos no meio ambiente, desde a sua producéo, utilizacdo e excrecdo, até chegarem aos

ambientes agricolas e ao meio aquatico.
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Figura 1: Percurso dos antibioticos nos ecossistemas (Bhagat et al., 2020).

1.2 Os Antibidticos

Os antibidticos pertencem a uma classe de compostos farmacologicamente ativos,
amplamente usados e consumidos a nivel mundial (Rodriguez-Mozaz et al., 2020). Entende-se
por antibidtico todo o agente quimioterdpico capaz de inibir especificamente, através da
destruicéo celular (bactericidas) ou da inibi¢do do crescimento (bacteriostaticos), a proliferacédo
de bactérias (Rodriguez-Mozaz et al., 2020). Este tipo de farmaco é usado com o objetivo de
tratar ou prevenir doencas infeciosas em seres vivos, além de também serem utilizados com o
proposito de otimizar taxas de crescimento e de eficiéncia alimentar nos animais (Hanna et al.,
2018). Os antibidticos podem ser classificados de acordo com a classe terapéutica a que
pertencem, tais como, em aminoglicosideos, B-lactamicos, tetraciclinas, quinolonas, entre
outras; pelo seu espectro de atividade (amplo ou pequeno), pela sua estrutura molecular e pelo
seu modo de acdo. Com o intuito de cessarem a multiplicacéo e o crescimento das bactérias, 0s
antibioticos podem atuar de diversas formas, como por exemplo: (I) provocar a inibicdo da
sintese da parede celular bacteriana, (I1) alterar a permeabilidade da membrana celular, (I11)
inibir a sintese de proteinas, (IV) inibir a sintese de acidos nucleicos ou, (V) alterar 0s processos
metabolicos da célula numa via envolvendo o &cido paraaminobenzoico (PABA) e dois

percursores do 4acido fdlico, nomeadamente o &cido dihidrofélico (DHF) e o é&cido



tetrahidrofolico (THF), como se pode observar na Figura 2 (Khan, 2018; Sanseverino et al.,
2018).
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Figura 2: Mecanismos de agdo dos antibioticos na célula bacteriana (Khan, 2018).

Nos préximos subcapitulos irdo ser apresentados trés antibioticos utilizados ao longo
do trabalho experimental. Os farmacos selecionados foram a ciprofloxacina, o cloranfenicol e
a tetraciclina. A escolha destes antibidticos foi realizada com base no seu consumo, na sua
elevada detecdo em 4&guas superficiais, subterr@neas e de torneira, no seu elevado
manuseamento em sistemas de aquacultura e agropecudria e nos potenciais efeitos genotdxicos,

fetotOxicos e carcinogénicos inerentes.

1.2.1 Ciprofloxacina

A ciprofloxacina (CIP) é um antibiético de amplo espetro pertencente a classe das
quinolonas, mais especificamente, consiste numa fluoroquinolona e destaca-se por ser o
antibiotico maioritariamente consumido em todo o mundo, sendo também bastante utilizado
em praticas veterinarias (Girardi et al., 2011; Igwegbe et al., 2021; Verma et al., 2020). A CIP
age inibindo uma topoisomerase do DNA bacteriano (a DNA girase) , provocando a inibigéo
da replicacdo celular das bactérias, inibindo assim a sua proliferacdo (Thai et al., 2021). E
muito utilizada para infegdes do trato urinario, respiratorio e gastrointestinal (Thai et al., 2021).
Este antibidtico tem sido amplamente detetado em &guas superficiais e em efluentes
hospitalares, 0 que representa uma séria ameaga a salde, pois este antimicrobiano pode

acumular-se no organismo causando graves problemas, tal como a Resisténcia Antimicrobiana
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(RAM) (Igwegbe et al., 2021). Diversos estudos demonstraram o0s efeitos tdxicos da
Ciprofloxacina em algumas espécies como, por exemplo, em microalgas (Chlorella vulgaris,
Raphidocelis subcapitata), crustaceos (Daphnia magna), plantas (Lemna minor), no peixe-
zebra (Danio rerio) e na mosca da fruta (Drosophila melanogaster) (Igwegbe et al., 2021; Liu
et al., 2019; Martins et al., 2012). Por conseguinte, pode-se induzir que a CIP, quando presente
no meio ambiente, tem um efeito altamente prejudicial para toda a fauna e flora dos
ecossistemas. Assim sendo, a mitigacdo dos efeitos deste antibidtico é justificvel e necesséria.
A estrutura quimica da ciprofloxacina encontra-se representada na figura 3. Sdo também

evidenciadas na tabela 1, algumas das principais caracteristicas relativas as propriedades fisico-

()
X

Figura 3: Estrutura quimica da Ciprofloxacina (Santos & Ramos, 2016).

quimicas deste antibiotico.

1.2.2 Cloranfenicol

O cloranfenicol (CAP) pertence a classe dos inibidores de sintese proteica e é conhecido
pelo seu amplo espetro de agdo, pela sua eficacia e pelo seu baixo custo. (Hoek et al., 2011;
Rezende et al., 2010). O consumo deste antibiotico, quer pelo Homem quer pelos animais, tem
sido associado a graves efeitos secundarios tais como genotoxicidade, fetotoxicidade e até
potenciais efeitos carcinogénicos (Develos & Porticos, 2019). Consequentemente, a Unido
Europeia (UE) e alguns paises como os EUA, o Canada, a China e o Jap&o baniram o seu uso
na pecuéria e aquacultura, pois o consumo humano secundario destes produtos de origem
animal, contendo vestigios de cloranfenicol podem causar anemia aplastica, uma doenca de
natureza irreversivel, que embora rara, pode ser fatal (Berendsen et al., 2010; McCubbin et al.,
2021). No entanto, varios estudos tém relatado a ocorréncia de residuos de cloranfenicol em
diversos compartimentos do meio aquatico, nomeadamente em efluentes, aguas superficiais e
subterraneas e em ambientes de aquacultura (Nie et al., 2018). Posto isto, é importante remover
este antibidtico do ecossistema, visto ter uma elevada toxicidade quando em contacto direto e

prolongado com 0s seres Vivos.



Na figura 4 encontra-se representada a estrutura quimica do cloranfenicol. Algumas das
principais propriedades fisico-quimicas inerentes a este antibidtico estdo representadas na
tabela 1.

OH OH
Cl
+
o\\,}l HNYKCI
0 0

Figura 4: Estrutura quimica do Cloranfenicol (Santos & Ramos, 2016).

1.2.3 Tetraciclina

A tetraciclina (TC) consiste num antibiotico de amplo espetro, pertencente a classe dos
inibidores de sintese proteica. Liga-se a subunidade 30S dos ribossomas das bactérias
impedindo a sintese de proteinas, 0 que posteriormente, compromete o crescimento e a
replicacdo bacteriana (Daghrir & Drogui, 2013; Graber, 2021). Entre os varios tipos de
farmacos mais utilizados para fins terapéuticos, a tetraciclina destaca-se por ser um dos
antibioticos de eleicdo pela medicina humana, e em sistemas de aquacultura e agropecuaria
(Daghrir & Drogui, 2013; Guidi, Santos, et al., 2018). Contudo, devido ao seu uso excessivo e
ao caracter altamente hidrofilico deste antibi6tico, os residuos da tetraciclina passaram a ser
compostos omnipresentes em matrizes aquosas, acarretando, assim, sérios problemas
ecoldgicos e de saude publica (Daghrir & Drogui, 2013). Pequenas concentracdes deste
antibiotico promovem fortemente a RAM e podem provocar efeitos adversos a satde humana
quando presentes na agua potavel ou aquando da sua presenca nos sistemas de irrigacao de
aguas usadas para frutas e vegetais. O posterior consumo desses alimentos contaminados com
agentes antimicrobianos podem perturbar a microflora intestinal, aumentando o risco de
possiveis infecBes e doencas (Daghrir & Drogui, 2013). Por conseguinte, € fundamental
remover os vestigios antimicrobianos da tetraciclina do meio ambiente de forma a eliminar o0s
efeitos nefastos dos mesmos na satide humana, evitando-se assim 0s cenarios conjeturados pela
OMS.



Na figura 5 encontra-se representada a estrutura quimica deste antibidtico. Estdo

também apresentadas, na tabela 1, algumas das propriedades fisico-quimicas mais relevantes,
inerentes a este antibiotico.

OH O OH O o)

Figura 5: Estrutura quimica da Tetraciclina (Santos & Ramos, 2016).

Tabela 1: Propriedades fisico-quimicas da Ciprofloxacina, Cloranfenicol e Tetraciclina.

Ciprofloxacina Cloranfenicol Tetraciclina
Foérmula quimica C17H18FN30O3 C11H12CIoN20s5 C22H24N20s
Massa molecular (g/mol) 331,34 323,13 444,43
Solubilidade em agua
(mg/mL) 0,086 2,5 0,231
Polaridade
(A9) 33,12 28,08 43,03
3,3
pKa :28 11,03 7,68
’ 9,69
Log Kow -0,57 1,15 -0,56
Excrecao inalterada (%0) 50-70 8-12 80-90

*Fonte: Dados retirados de (Chemical Book, 2017; Chen et al., 2011; DRUGBANK, 2021; Guidi et al.,
2018; Kaya et al., 2021; Liao et al., 2013; Mompelat et al., 2009; Sun et al., 2017)



1.3 Antibidticos no ecossistema

Desde o inicio da industrializagdo, os ecossistemas tém sido utilizados como um
auténtico ‘depdsito’ de produtos farmacéuticos e de cuidado pessoal (PPCPs) (Bhagat et al.,
2020). Contrariamente a outros poluentes ambientais, os vestigios farmacéuticos ndo sdo
verdadeiramente regulamentados a nivel global, uma vez que as avaliacGes de risco agudo
demonstram que as ameacas a saude publica ainda ndo sdo suficientemente justificativas para
tal ato. No entanto esta visdo ndo vai além dos efeitos imediatos, negligenciando
grosseiramente as consequéncias futuras inerentes a esta problematica (Kamba et al., 2017).
Com o uso continuo e indiscriminado dos farmacos, ocorrera uma tendéncia cada vez maior
para a concentracdo de moléculas complexas no ecossistema, resultando na ocorréncia de
possiveis efeitos de adicdo, sinergismo e até potenciacdo, aquando da interacdo dos residuos
farmacéuticos nas diversas matrizes ambientais. Também havera maior propensdo para a
ocorréncia duma elevada bioacumulacéo de farmacos nos seres vivos. O risco serd maior para
individuos que possuam disturbios hepaticos e/ou renais devido a baixa depuracdo bioldgica
por estes manifestada (Kamba et al., 2017; Narvaez & Jimenez, 2012; Papageorgiou et al.,
2019; Robinson et al., 2007; Tijani et al., 2016) . Embora o efeito terapéutico e/ou profilatico
dos farmacos seja, por si s6, uma fortissima razdo para 0 seu uso, ndo se pode menosprezar
todos os efeitos colaterais inerentes aos mesmos aquando da exposi¢do indireta e desnecessaria
por parte dos seres vivos. Sabe-se, por exemplo, que os farmacos néo séo tolerados de forma
igual por todos os organismos (Kamba et al., 2017). Variaveis bioldgicas, tais como a espécie,
a anatomia, a fisiologia, a bioquimica, a faixa etaria e 0 estado de salude estdo associadas a
diferentes variagGes farmacocinéticas por parte dos seres vivos (Lees & Shojaee Aliabadi,
2002).

Dos diversos tipos de PPCPs existentes, os antibidticos sdo os farmacos com maior
consumo a nivel mundial, assim como a classe farmacoterapéutica mais detetada no meio
ambiente logo a seguir aos anti-inflamatérios ndo esteroides (AINES), sendo esta uma
diferenca minima (1%, como é possivel observar na figura 6) (Igwegbe et al., 2021; Santos et
al., 2010).
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Figura 6: Classes de farmacos detetadas no ecossistema, expressas em percentagem relativa (Rita &
Rodrigues, 2013).

Sdo Vvérias as causas que contribuem para esta concentracdo de residuos farmacéuticos
no nosso ecossistema. As regiGes urbanas industrializadas sdo as que registam indices mais
elevados de contaminacdo devido a concentracdo geografica dos hospitais, industrias e ETARS.
Todavia, as zonas rurais onde a agricultura, pecudria e aquacultura predominam, apresentam-
se também como potenciais regides poluidas (Owens, 2015). Outras vias ndo menos
importantes de entrada dos antibidticos no meio ambiente séo o descarte inapropriado no lixo
comum e a excre¢do via urina e/ou fezes (Tannus, 2015). Quando ingeridos, 0s antibiéticos sdo
metabolizados, passando por varias fases de metabolizacdo (fase I e fase 11) que os transformam
em compostos mais polares e soltveis, sendo mais facilmente eliminados (Santos et al., 2010).
Entre 30% a 90% dos antibidticos sdo excretados inalterados ou sob a forma de metabolitos
ativos, os quais podem apresentar efeitos de toxicidade idéntica ao composto original ou, em
alguns casos, até superior (Hanna et al., 2018; Langbehn et al., 2021). No caso da agro-
pecudria, apds serem excretados pelos animais, 0s antibidticos e/ou metabolitos dispersam-se
no solo através dos dejetos fecais e atingem os lencgois freaticos (Zuccato et al., 2010). Os
antibidticos também podem dispersar-se pelas matrizes ambientais através do estrume
armazenado que é aplicado posteriormente como fertilizante organico (Conde-Cid et al., 2020;
Evans et al., 2019). Por outro lado, os antibidticos excretados pelos Seres Humanos entram na
rede de esgotos domésticos passando pelas Estacdes de Tratamento de Esgotos (ETES), onde,
frequentemente, evadem o0s processos de remocdo, contaminando assim as aguas residuais
(Zuccato et al., 2010). Por sua vez, estas dguas ao chegarem as ETARS passam por varios

processos de tratamento, 0s quais tém demonstrado ser ineficientes em remover os antibiéticos
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e 0s seus subprodutos das aguas. Parte da razdo para esta ineficacia de tratamento prende-se
com o facto de os antibidticos possuirem uma elevada acao antibacteriana, o que lhes confere
a capacidade de resistir, pelo menos parcialmente, aos procedimentos de tratamento nas
ETARs, ja que estes, na parte de tratamento bioldgico, se baseiam na utilizacdo de
microrganismos (Trovo et al., 2009). Por consequéncia, em diversos estudos os antibioticos
tém sido detetados em concentragdes ndo negligenciaveis em agua superficiais e subterraneas,
aguas doces e marinhas e inclusive na prépria agua potavel, quer na agua da torneira quer na
engarrafada (Almeida et al., 2020; Ben et al., 2020; de Oliveira et al., 2020; Furlong et al.,
2017; Grandclément et al., 2017; Kronacher & Hogreve, 1936; Meza et al., 2020; Quinn et al.,
2008; Santiago-martin et al., 2020; Wang et al., 2021). Na figura 7 podemos observar que 0s
antibidticos representam a classe de farmacos mais detetada na 4gua engarrafada.
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9.1%

Psychiatric Drugs
Antibiotics 2.3%

61.4% Hormones
4.5%

Phenoxy carbaxylic acid pesticides
4.5%

Carbamate Insecticides
4.5%

Figura 7: Classes farmacéuticas detetadas na agua engarrafada (Wang et al., 2021).

Por conseguinte, a presenca e persisténcia dos antibioticos no ambiente leva a que
inimeras moléculas de antibidticos sejam diariamente ingeridas e absorvidas pelos seres vivos.
Estes residuos, ao entrarem no organismo interagem com a microbiota gastrointestinal
causando alteragdes no normal funcionamento do intestino, aumentando assim o surgimento
de bactérias multirresistentes a antibioticos, bem como muitas doencas relacionadas com o
metabolismo e a imunidade (Ben et al., 2020; Wang et al., 2021). Além do mais, alguns estudos
demonstraram que dependendo da concentragdo e do tempo de exposi¢do a estas substancias é
provavel que efeitos carcinogénicos, teratogenicos e mutagénicos ocorram ao nivel celular (de
Oliveira et al., 2020; Wang et al., 2021). A Figura 8 mostra como 0s antibioticos se conseguem
distribuir por todos os compartimentos ambientais, interagindo e causando consequéncias

nefastas para todo o biota existente (Langbehn et al., 2021).

11



e 8|
PHARMACEUTICAL ANTIBIOTIC USE

INDUSTRY IN LIVESTOCK

Excretion

L l

ANTIBIOTIC USE IN
HUMAN HEALTH

Solid waste Excretion

Landfill ‘ Feces and urine ‘—J WWTP [ Manure
[ - L Sludge l 7S 7
: | TLE LR LTy "l on .‘m“m
Soil peesesd EHEcte onisecrestial : Soil [ organisms
l organisims : [
Groundwater e Surface water —l—— Groundwater
Vl)nnkmg water
= ........................" H
Effects on aquatic : :
srganhimy : Effects on
: human body
................................... Effects on aguatic
otpnhpp

Figura 8: Efeitos colaterais nos organismos resultantes da dispersao de antibi6ticos no ecossistema
(Langbehn et al., 2021).

Na tabela seguinte estd representada uma compilacdo de estudos que reportaram
concentracdes de antibidticos em matrizes ambientais. Embora os valores estejam expressos
em nanogramas por litro (ng. L), o que & primeira vista poderia sugerir uma concentragio n&o
muito elevada, os valores reportados ndo devem ser interpretados individualmente pois, como
referido anteriormente, as moléculas dos antibiodticos interagem umas com as outras no meio
ambiente, agindo sobre os organismos de forma complexa e concertada. No entanto, alguns
autores sugerem que mesmo nas concentracdes individuais os antibi6ticos sdo por si sO
potencialmente prejudiciais a saide publica a longo prazo (Maldaner & Jardim, 2012; Wang et
al., 2021).

Tabela 2: Exemplos de publicagdes que relataram a ocorréncia de antibioticos em diversas matrizes

ambientais
Antibidticos Meio Local Concentl_'? ¢ao Referéncia
(ng L)
Espanha, Girona 185-613 (Szymanska et al., 2019a)
Agua Italia, regido norte 1100-3700 (Szymanska et al., 2019a)
Ciprofloxacina residual Portugal, Coimbra 107-330 (Santos et al., 2013)
Canada, Quebec 267-549 (Lamarca et al., 2020)
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Portugal, Rio Tejo 1,56-7,14 (Reis-Santos et al., 2018)
Italia, Rio Po 26,15 (Santos et al., 2010)
A e
gu.a. Italia, Rio Lambro 14,36 (Santos et al., 2010)
superficial
Australia 1300 (Sarafraz et al., 2020)
Quénia 509 (Sarafraz et al., 2020)
’ China, Guangzhou 679,7 (Ben et al., 2020)
Agua de .
torneira China, Shandong 2244 (Ben et al., 2020)
Malasia 0,32 (Praveena et al., 2021)
Italia, regido norte 13-24 (Szymanska et al., 2019b)
Agua Quénia 60 (Lietal., 2019)
residual China 3-1050 (Palma et al., 2020)
Coreia, Rio Han 37 (Hoi et al., 2008)
Cloranfenicol Agua Xangai, Rio Huangpu | 4,18-28,36 (Jiang et al., 2011)
superficial | \jaiasia, Rio Gombak | 225,18-299,88
(Praveena et al., 2018)
3 Malasia 0,17
Agua de (Praveena et al., 2021)
torneira China, Xangai 28,4 (Li etal., 2019)
Irdo, Mianeh 155-385 (Hossein et al., 2017)
Agua Canada 150-970 (Hossein et al., 2017)
residual .
China 12,34 (Ravikumar et al., 2019)
Xangai, Rio Huangpu | 15,07-113,89 (Jiang et al., 2011)
Tetraciclina China, Shahu 137.4 (Tong et al., 2014)
' Irio, Mianeh 8,2-25,4 (Hossein et al., 2017)
Agua
. . W l., 201
superficial China, Rio Yangtze 27,2 (Wang etal., 2019)
(Ravikumar et al., 2019)
China, Lago Taihu 20
Agua_de China 23,2 (Ravikumar et al., 2019)
torneira

Além destes, outros antibioticos foram também detetados. No entanto, na tabela estdo

apenas mencionados os trés antibioticos que serdo usados ao longo do trabalho pratico.
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Perante estes dados e 0 anteriormente exposto é crucial avancar com propostas de
tecnologias inovadoras, eficazes e economicas que consigam erradicar os antibidticos dos

nossos ecossistemas, e com eles todos os efeitos colaterais subjacentes.

1.4 Antibidticos na aquacultura

A aquacultura compreende toda a producdo controlada de organismos aquaticos, tais
como peixes, crustaceos, moluscos e plantas aquaticas (FAO, 2021). Segundo a Organizacao
das NacOes Unidas para a Alimentacédo e a Agricultura (FAQ), a aquacultura tem-se destacado
por representar um dos setores de maior crescimento a nivel mundial, tendo ja ultrapassado,
desde 2013, a producdo de pesca de espécies silvestres, como se pode observar na figura 9
(Fao, 2016). De facto, desde 2001 que a aquacultura tem crescido anualmente em cerca de
5,8% devido, sobretudo, a procura destes alimentos por parte dos paises em desenvolvimento,
com o continente asiatico a contribuir para a producdo dos mesmos em cerca de 90% (Schar et
al., 2020). Com o consumo per capita de peixe a aumentar rapidamente em relacdo ao consumo
de carne e produtos lacteos, prevé-se ainda que, em 2030, a aquacultura seja a principal fonte
de pescado em todo o mundo. (Fao, 2016; Fazio, 2019; Yue & Shen, 2021).

Aquaculture

100 million t

Capture fisheries
80 milliont
60 milliont
40 milliont

20 milliont

Ot
1960 1970 1980 1990 2000 2010 2015

Figura 9: Captura de peixes silvestres em comparagdo com a pratica da aquacultura a

nivel mundial (expresso em toneladas) (Our World in Data, 2016).

Assim sendo, a procura por dietas a base de peixe ndo pode ser saciada de uma forma
sustentavel apenas com base na pesca, ja que a mesma tem sofrido uma superexploragdo, pondo
em risco toda a biodiversidade oceénica e colocando multiplas espécies na categoria de “em
vias de extin¢do” (Schar et al., 2020; Twomey, 2017; Yan et al., 2021). O aumento da polui¢édo

marinha, bem como as mudancas climaticas globais, também afetaram profundamente a
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captura das espécies silvestres (Santos & Ramos, 2016). Para contornar esta situacdo, as
empresas recorrem cada vez mais a sistemas de aquacultura intensiva, 0s quais permitem obter
maiores quantidades de alimentos, num curto espaco de tempo, em espacos mais reduzidos
(Santos & Ramos, 2016). Para isso, sdo aplicados regimes de exploragdo intensiva, resultando
num numero elevado de peixes por tanque, 0 que contribui para uma maior suscetibilidade de
doencas e infe¢bes (Guidi, Santos, et al., 2018). Consequentemente, com o intuito de contornar
esse problema, sdo adotados alguns modelos de biosseguranga como, por exemplo, 0 recurso
ao uso intensivo de antibidticos e alimentos suplementados com os mesmos (Cabello, 2006;
Schar et al., 2020). Podemos destacar quatro principais classes de antibidticos usadas na
aquacultura, sendo estas os anfenicois, as quinolonas, as sulfonamidas, e as tetraciclinas (Schar
et al., 2020). Na tabela seguinte podemos observar o nimero de antibiéticos aprovados pelos
maiores produtores de aquacultura, sendo possivel analisar uma discrepancia quantitativa entre

0S paises asiaticos e ocidentais:

Tabela 3: Antibi6ticos aprovados pelos principais paises produtores e organiza¢fes de Aquacultura
(Sun et al., 2020).

Bai N.° de Exemplos de antibioticos aprovados na producéo de
ais
Antibidticos Aquacultura

amoxicilina, benzilpenicilina, ciprofloxacina, cloxacilina;
colistina, clorotetraciclina, cipermetrina, dicloxacilina,

) difloxacina, eritromicina, oxitetraciclina, oxacilina,
Vietname 39 o ] ] o
paromomicina, sarafloxacina, sulfadimetoxicina,
sulfadiazina, spectinomicina, tetraciclina, tilmicosina,

tilosina

amoxicilina, ciprofloxacina, clorotetraciclina,
Coreia do 17 enrofloxacina, eritromicina, florfenicol, oxitetraciclina,
Sul sulfadiazina, sulfacloropiridazina, sulfametoxazol,

sulfadimethoxina, sulfametazina, trimetoprim, tetraciclina

amoxicilina, enrofloxacina, norfloxacina, , ormetoprim,
Tailandia 14 oxitetraciclina, penicilina sulfadiazina, sulfadimethoxina,

sulfaguanidina, trimetoprim, tribrissen, tetraciclina
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doxiciclina, enrofloxacina, florfenicol, flumequina,
China 13 neomicina, norfloxacina, sulfadiazina, sulfametazina,

sulfametoxazol, tiamfenicol e trimetoprim

amoxicilina, clorotetraciclina, doxiciclina, eritromicina,
Bangladesh 12 oxitetraciclina, penicilina G, sulfadiazina, sulfametazina,

sulfametazol, sulfametoxazol, trimetoprim, tilosina

amoxicilina, flumequina, oxitetraciclina tetraciclina,

Italia 6 ] )
trimetoprim
Reino . acido oxolinico, amoxicilina, cotrimazina oxitetraciclina,
Unido sarafloxacina
Estados ] ] ) o ) ]
) 4 florfenicol, ormetoprim, oxitetraciclina, trimetoprim,
Unidos
Brasil 2 florfenicol, oxitetraciclina

Da acumulacgdo destes produtos farmacéuticos nos tecidos das espécies oriundas da
aquacultura assim como o0 seu contacto posterior com o Ser Humano aquando do consumo do
pescado, resultardo graves problemas para a satde, como a resisténcia antimicrobiana (Done
& Halden, 2015; Liu et al., 2017). Contrariamente a producdo de animais terrestes, nos sistemas
de aquacultura ocorre uma exposicao bacteriana muito mais ampla, e a selecdo e consequente
disseminacéo de bactérias multirresistentes pode ocorrer quer no pescado, quer na propria agua
e sedimento dos tanques, ou no ambiente recetor das dguas das aquaculturas (Schar et al.,
2020). Quando os genes de resisténcia a antibidticos (ARGS) e as bactérias multirresistentes se
dispersam pelo meio ambiente, estamos perante um perigo iminente, porque a resisténcia aos
antibidticos pode transferir-se dos organismos aquaticos para os seres humanos. Como
resultado, poderdo advir imensas consequéncias como o aumento de infec¢des, insucesso de
terapias & base de antibidticos, aumento de hospitalizacdes e mortalidade (Manage, 2018).
Diversos estudos j& demonstraram que existe uma forte bioacumulacdo de residuos de
antibidticos no figado e no tecido muscular de peixes e crustaceos. (He et al., 2012; Lai et al.,
2018). Também foi evidenciada a resisténcia antimicrobiana a tetraciclina e ao cloranfenicol
em espécies de Aeromonas presentes em peixes provenientes de sistemas de aquacultura
(Hirsch et al., 2006). Posto isto, & imperativo aliviar o uso de antibidticos na aquacultura, pois

esta tem uma relacdo direta com os seus consumidores finais, 0s seres humanos.
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1.5 Antibidticos na agropecuaria

A semelhanca do que acontece nos sistemas de aquacultura, sio também administrados
varios antibidticos aos animais com o intuito de os proteger contra potenciais doencas e
infecdes bacterianas (Shao et al., 2021). Ao mesmo tempo, como resultado da globalizacao,
varios paises aumentaram a producdo de animais intensivamente, o que em alguns casos
obrigou a uma maior aglomeracéo dos mesmos por armazém. Este facto, despoletou uma maior
probabilidade de ocorréncias de infe¢Ges e doencas, o que levou ao uso intensivo do consumo
de antibidticos nos animais (Cheng et al.,, 2020, 2021). Entre as principais classes de
antibioticos usadas na pecuéria, podemos destacar os anfenicéis, as quinolonas, as
sulfonamidas, e as tetraciclinas (Schar et al., 2020). A figura 10 ilustra as diferengas entre o
volume de antibioticos utilizados nos diversos setores de producéo de animais, sendo 0s suinos

0s maiores consumidores de antibiéticos.
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Figura 10: Consumo global de antimicrobianos, 2013-2030. As linhas a pontilhado representam um
intervalo de 95% de incerteza para os peixes (Schar et al., 2020).

De facto, os suinos ndo conseguem absorver os antibiéticos na sua totalidade, sendo
que cerca de 70 a 90% dos farmacos ingeridos por estes animais sdo excretados através da urina
e das fezes (Cheng et al., 2020). As fezes dos porcos sdo usadas como fertilizantes naturais em
agricultura, pela sua elevada composicdo em matéria organica (Xu et al., 2020). Estas fezes,
contendo residuos de antibioticos, ao serem depositadas no solo para fins agricolas, ttm a
capacidade de penetrarem nas raizes de plantas destinadas ao consumo humano (Boxall et al.,
2006; Dolliver et al., 2007). Alguns estudos reportaram a absorcao de antibidticos em varias

espécies, tais como, em raizes de cenouras (Dancus carota ssp. sativa), folhas de alface
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(Lactuca sativa), milho (Zea mays) e na batata (Solanum tuberosum) (Boxall et al., 2006;
Dolliver et al., 2007).

Diversos estudos investigaram 0 comportamento e o0 destino das bactérias
multirresistentes e dos genes de resisténcia a antibidticos (ARGS) provenientes da pecuaria,
quando descarregados no solo (através da aplicacdo de estrume) e em ambientes aquéaticos
(escoamento de aguas superficiais ou entrada em lencdis freaticos) ou o seu transporte por
aerossois (He et al., 2020). Como se pode observar na figura 11, os genes de resisténcia a
antibidticos encontrados em aguas superficiais e subterraneas, solo e ar podem multiplicar-se
por meio da transferéncia horizontal de genes através da conjugacgdo, transformacdo ou
transducdo para as bactérias indigenas. Posteriormente, a exposicdo a estas bactérias
resistentes, pela ingestdo de agua ou alimentos, pode induzir a sua colonizacdo em humanos,

provocando infecBes graves, muitas das vezes dificeis de tratar (He et al., 2020).
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Figura 11: Vias de transferéncia de genes de resisténcia a antibiéticos (ARGSs) de residuos de gado

para agentes patogénicos em humanos (He et al., 2020). (ARB- Antibiotiotic Resistant Bacteria)
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1.6. Processo de Tratamento das Aguas Residuais

As estaces de tratamento de aguas residuais (ETARS) sdo infraestruturas que tém
como objetivo o tratamento de aguas provenientes dos esgotos urbanos. As mesmas foram
concebidas para a remocéo de poluentes convencionais presentes em elevadas concentracdes,
tais como a matéria organica, sélidos em suspensdo, microrganismos e nutrientes (Isabel &
Miranda, 2014). Todavia, estas infraestruturas ndo foram concebidas para a remocdo de
antibidticos persistentes em concentracGes sub-terapéuticas, ndo eliminando 0s mesmos
durante as diversas etapas de tratamento (Xu et al., 2007). Relativamente aos processos
convencionais praticados pela maiorias das ETARS, pode-se afirmar que estes sdo ineficientes
em remover 0s antibidticos uma vez que as taxas de remocao, utilizando esses processos, sao
inferiores a 10% (L.iu et al., 2016).

O processo de tratamento das Aguas Residuais pode ser dividido em quatro fases: Pré-
Tratamento, Tratamento Primario, Tratamento Secundario e Tratamento Terciario, conforme
esta representado na figura 12. Ao longo destas fases séo usados processos fisicos, quimicos e
bioldgicos (Gogoi et al.,, 2018). Na fase do Pré-Tratamento, também denominada de
Tratamento Preliminar, as aguas residuais passam por processos de gradagem, desarenamento
e desengorduramento, onde séo removidos os materiais sélidos de grandes dimensdes, areias e
gorduras, respetivamente (Moreira, 2014). De seguida, no Tratamento Primario, o objetivo
consiste em remover os componentes solidos que resistiram ao processo anterior. Nesta fase
sdo aplicadas técnicas como a filtracdo e a sedimentacdo. Contudo, em algumas situacdes,
reagentes quimicos como cal, sulfato de aluminio ou sulfato férrico podem ser aplicados com
o intuito de provocar a floculagdo ou coagulacdo das particulas, obtendo-se assim flocos de
matéria poluente de maiores dimensdes para uma maior facilidade de remocéo (Sousa, 2015).
No Tratamento Secundario, o procedimento assume uma natureza mais biolégica. As técnicas
de tratamento utilizadas sé&o, por exemplo biorreatores de membrana, biorreatores de leito fixo,
reatores de biofilme de leito movel, sendo a utilizagdo de lamas ativadas a técnica mais usual.
Este processo efetua-se através de uma relacdo de simbiose, onde 0s microrganismos presentes
na propria agua (virus, bactérias, protozoarios, fungos, etc.) degradam e metabolizam os
poluentes que nela encontram (Gogoi et al., 2018; Hao et al., 2010). Contudo, a eficiéncia de
remocdao dos antibioticos nestas etapas esta fortemente condicionada com as suas propriedades
fisico-quimicas (uma problematica discutida em maior detalhe no capitulo seguinte).

Finalmente, o Tratamento Terciario tem como objetivo a remogdo de nutrientes (compostos
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de azoto e fosforo), ides e microrganismos patogénicos (Monte et al., 2016). Nesta fase sdo
usados oxidantes e desinfetantes com o intuito de remover impurezas que resistam aos
tratamentos anteriores. Normalmente é utilizado o cloro visto ser um produto de facil acesso e
de baixo custo (Sousa, 2015). No entanto existem outros tipos de tratamentos avancados tais
como a oxidacdo quimica (que inclui a ozonizacdo e oxidagdo catalitica), a radiacdo
ultravioleta, a filtragdo por membranas e a adsor¢do em carvado ativado. Apesar destes
processos demonstrarem ser mais promissores, ndo sdo aplicados em grande escala devido a
elevada exigéncia energética, a dificuldade técnica de implementacéo nas ETARs e ao facto de
poderem gerar residuos secundarios toxicos, como é o caso da ozonizacdo (Bernardo et al.,
2020; Fent et al., 2006; Rivera-Utrilla et al., 2013).

Prée-oatamento Tratamento Primario Tratamento secundario Tratamento terciario
Ovetos Clanificador Priméno Reator Bioligico Clarificador secundério
J Tratamento
Afluente » > > » torcidrio Efluente

i L

v

Tratam ento
delamas

Figura 12: Esquema de um sistema convencional de tratamento de aguas residuais
(Isabel & Miranda, 2014).

Na sequéncia dos tratamentos efetuados pelas ETARS ocorre também a formacédo de
subprodutos prejudiciais para 0 meio ambiente como € o caso das lamas primarias e
secundarias. Estas encontram-se carregadas com substancias toxicas, organismos patogénicos,
metais pesados, etc., e necessitam de passar por varios tratamentos dispendiosos antes de serem
encaminhadas para outros fins (Gherghel et al., 2019; Qian et al., 2016). Muitas das vezes, as
lamas resultantes das ETARs sdo valorizadas para a agricultura, pois possuem um elevado
efeito fertilizante, sendo ricas em matéria organica e compostos de azoto, fosforo e potassio, o
que enriquece e fortalece os solos agricolas (Dong et al., 2016). No entanto, quando as
condi¢cbes ndo permitirem a sua aplicabilidade nos solos, devido aos altos valores em
contaminantes organicos, as lamas podem sofrer outros fins, tais como incinerag&o,
compostagem, deposicdo em aterros, incorporagdo em cimento e inclusive, podem ser

despejadas no oceano (Gherghel et al., 2019). O incorreto reaproveitamento e manuseamento
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destas lamas € potencialmente nefasto para a saude publica visto que estas possuem na sua
composicao compostos toxicos, 0s quais podem atingir cursos de agua, disseminando-se e

poluindo ecossistemas inteiros.

1.6.1 Variaveis envolvidas na remocéao de antibioticos em ETARS

A capacidade de remocao de antibioticos nas ETARS € uma tematica propensa a varios
debates. Apesar destas instalagbes conseguirem remover a maioria dos compostos toxicos
“classicos” presentes na agua, a eficiéncia de remocéo e o destino dos antibioticos (bem como
de muitos outros xenobi6ticos) nas aguas residuais sdo em grande parte influenciados pelas
suas propriedades fisico-quimicas e condi¢bes operacionais do tipo de processo utilizado
(Langbehn et al., 2021). Cada classe de antibioticos apresentam propriedades fisico-quimicas
distintas. Caracteristicas tais como estrutura molecular, tamanho, ionizacdo, solubilidade,
polaridade, volatilidade, lipofilicidade e interacGes eletrostaticas sdo algumas das variaveis que
podem dificultar a degradabilidade dos antibidticos nas aguas sob tratamento. (de Oliveira et
al., 2020).

Relativamente a estrutura molecular, os antibidticos apresentam tendencialmente
moléculas muito heterogéneas, de grandes dimensdes e com varios grupos funcionais, o que
Ihes confere uma grande complexidade (Cunningham, 2004). Uma caracteristica da estrutura
dos antibioticos, que simultaneamente condiciona 0 processo de remocdo dos mesmos nas
ETARSs, é o seu caracter hidrofilico/hidrofébico. Esta particularidade é importante uma vez
que, durante o processo de tratamento nas ETARS, 0s antibidticos mais hidrofébicos tendem a
adsorver-se fortemente as lamas primarias, enquanto que os compostos mais hidrofilicos
tendem a permanecer nas aguas, ndo sendo portanto alvos dos processos de remocao (Gracia-
Lor et al., 2012). Outro aspeto importante é a polaridade e capacidade de ionizacdo dos
antibidticos. Os farmacos mais polares possuem uma maior capacidade de se solubilizarem em
agua e consequentemente ndo tém propensdo para ficar adsorvidos as lamas nas ETARS,
escapando desta forma aos tratamentos. Em contrapartida, os antibioticos apolares tém uma
maior suscetibilidade em se separarem da agua e serem adsorvidos as matrizes sélidas, como
por exemplo as lamas das ETARs (Cunningham, 2004). A constante de ionizacdo (pKa) é
também uma caracteristica importante no que concerne a remogdo dos antibidticos. Para que a
adsorcédo seja bem sucedida, 0s compostos devem estar no seu estado ndo ionizado, visto que

as espécies idnicas sdo bastante sollveis em agua e consequentemente sera menos provavel de
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serem adsorvidas as lamas no processo de tratamento das ETARs (Cunningham, 2004). Uma
outra variavel que influencia no processo de remocdo é o coeficiente de particdo octanol-agua
(Kow). Um composto com log Kow > 4,0 tende a ter um alto potencial de adsor¢do as lamas
nas ETARSs ou a matrizes sélidas, enquanto compostos com log Kow <2,5 demonstram ter um
baixo potencial de adsorcdo. Posto isto, os antibidticos de carater hidrofobico tendem a
adsorver as lamas nas ETARS, ficando retidos nas mesmas (de Oliveira et al., 2020). Em suma,
as taxas de eficiéncia de remocdo dos antibioticos nas ETARs ndo apresentam resultados
lineares, variando bastante consoante as propriedade fisico-quimicas dos farmacos (de Oliveira
et al., 2020).

1.7 Resisténcia Antimicrobiana

A descoberta da penicilina em 1928 pelo bidlogo escocés Alexander Fleming resultou
no aumento exponencial da esperanca média de vida: doencas que antes representavam uma
taxa de mortalidade elevada, tais como a tuberculose, pneumonia, sifilis, variola, entre outros,
sdo agora trataveis (W.A, 2016) Contudo, ndo € sé na medicina humana que os antibioticos
sdo indispensaveis, visto que 0s mesmos séo utilizados em sistemas de aquacultura e pecuéria
como promotores de crescimento, assim como para prevencdo de doencas (Chaturvedi et al.,
2021). Na agricultura sdo também pulverizados antibidticos nos campos agricolas com o
objetivo de controlar possiveis infecGes bacterianas nas plantas e nos vegetais (Khan et al.,
2021).

Todavia, a utilizacdo desregrada e desregulada dos antibidticos deu origem a uma nova
ameaca: a Resisténcia Antimicrobiana (RAM). A RAM ocorre quando microrganismos como
bactérias, fungos ou parasitas conseguem adaptar-se e crescer na presenca de antibioticos, aos
quais eram anteriormente suscetiveis (Dadgostar, 2019). Com base numa perspetiva
‘Darwinista’, na presenca de antibidticos e através de mutacdes aleatdrias as bactérias
conseguem adaptar-se e aumentar a sua aptidao para a resisténcia, surgindo, por consequéncia
uma descendéncia de bactérias (mais) resistentes (Salazar et al., 2021). Estas populagdes mais
resistentes multiplicam-se de forma hereditaria ou ndo hereditaria (transferéncia horizontal),
apresentando assim, uma maior adaptabilidade para sobreviver em ambientes de stress,
enquanto 0s microrganismos mais vulneraveis acabam por desaparecer (Salazar et al., 2021).
Desta forma, os antibidticos ao atuarem como um indutor de stress no ambiente, favorecem a

expressdo das bactérias multirresistentes, que por sua vez, se multiplicam. Desta forma,
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contribuem assim para a resisténcia antimicrobiana, ineficacia dos tratamentos e diminuigédo
das opcOes terapéuticas disponiveis para doencas infeciosas (Kamba et al., 2017; Salazar et
al., 2021).

Além das eventuais mutacbes genéticas que possam ocorrer nas bactérias, estas
apresentam quatro mecanismos principais de resisténcia aos antibidticos. Sdo eles: (I) alteracéo
da permeabilidade da membrana; (I1) alteracdo do local de ac¢éo, onde € alterada a configuracao
do alvo onde o antibidtico se liga; (111) Inativacdo por acdo enzimatica, em que através de um
mecanismo enzimatico sao produzidas enzimas capazes de destruir os antibioticos; (IV) Bomba
de Efluxo, a qual consiste no bombeamento ativo do antibidtico do meio intracelular para o

meio extracelular (Reygaert, 2018).
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Figura 13: Mecanismos gerais de resisténcia antimicrobiana (Reygaert, 2018)

Sdo diversos os motivos que tém levado a um crescimento acentuado da RAM.
Primeiro, podemos destacar o autodiagndstico por parte dos pacientes, que acreditam que 0s
antibidticos sdo a solugdo comum para problemas como constipagdes ou gripes, assim como a
dosagem incorreta por parte dos mesmos (Dadgostar, 2019). Este cenério foi previsto por

Alexander Fleming, no seu discurso na entrega do Prémio Nobel da Medicina em 1945:

“The time may come when penicillin can be bought by anyone in the shops. Then there is the
danger that the ignorant man may easily underdose himself and by exposing his microbes to

non-lethal quantities of the drug make them resistant.” (Fleming, 1945)
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Segundo, porque nos paises em desenvolvimento existe uma maior dificuldade técnica
em diagnosticar corretamente determinadas doencas ou outros problemas de natureza
medicinal, recorrendo-se inadvertidamente ao uso de antibidticos como ‘solu¢do segura’;
terceiro, existe ainda a variavel do fator econémico, visto que muitos hospitais incentivam os
profissionais a prescrever antibioticos de forma a obterem lucros; por Gltimo, destaca-se a
criacdo, muita vezes ilegal ou ndo regulamentada, e disseminacdo de antibioticos de fraca
qualidade especialmente em paises em desenvolvimento, por serem mais baratos (ver figura
14). Estes antibioticos atuam negativamente ao fornecerem as bactérias uma versao
enfraquecida do antibidtico, o que lhes ira permitir desenvolver resisténcia futura aos
antibidticos (Dadgostar, 2019).
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Figura 14: Percentagem de farmacos mais falsificados e apreendidos pelas alfandegas, a nivel
mundial, entre 2014 e 2016 (Organizagao para Cooperacéo e Desenvolvimento Econémico (OCDE),
2020).

Para agravar a situacdo, cada vez menos novos antibidticos sdo aprovados para
distribuicdo mundial (Ventola, 2015). Um dos principais motivos dessa diminuicdo ocorre por
motivos financeiros. Para que 0s investigadores possam continuar a descobrir novos
antibidticos, é necessario que ocorra um grande investimento econémico, ndo s6 para tornar a
investigacdo tecnicamente exequivel, como para haver um incentivo que promova uma maior
eficiéncia por parte dos proprios investigadores (Ventola, 2015). Contudo, o desenvolvimento
de antibioticos é considerado cada vez menos como um investimento seguro, devido a varios

motivos: primeiro, porque estes farmacos sdo usados por periodos de tempo relativamente

24



curtos, ndo sendo tdo lucrativos como os medicamentos para doencgas cronicas, como por
exemplo, a diabetes; segundo, porque os antibioticos sdo vendidos a pre¢os baixos, resultando
na percecao de que os mesmos ndo possuem um valor elevado pelo publico geral; terceiro
porque VAarios especialistas em doencas infeciosas recomendam fortemente a contencéo do uso
de antibioticos de modo a contrariar a RAM (Ventola, 2015). Assim, quando um novo
antibidtico entra no mercado, os profissionais de salide em vez de o prescreverem ao publico,
optam por guardar os novos antibidticos, apenas para 0s casos extremamente graves, de modo
aconter a RAM, dando prioridade aos antibiéticos que ja circulam no mercado (Ventola, 2015).
Em suma, a ameaca da resisténcia antimicrobiana é um ameaca iminente. Varias avaliacfes
microbiologicas detetaram diversas bactérias multirresistentes em amostras de solo e agua
(Kamba et al., 2017). O contacto fisico das bactérias no meio aquatico favorece a troca de
elementos genéticos como os transposdes e os plasmideos, os quais irdo contribuir para a
proliferacdo da RAM (Lima et al., 2006). Portanto € crucial o desenvolvimento de estratégias
para prevenir e controlar esta situacdo de modo a prevenir uma era pos-antibidtica iminente,

uma situacao que pode ser pior do que a era pré-antibidtica (Kimmerer, 2003; WA, 2016).

No entanto, a resolucdo do problema da RAM ndo é de natureza facil. Como
previamente referido, a OMS decretou que a RAM apresenta-se como um dos maiores desafios
de natureza mundial do século XXI e estima-se que em 2050 estas superbactérias (denominadas
em inglés como superbugs) matem mais pessoas que o0 cancro, como podemos observar na
figura 15 (Walsh, 2014).
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Figura 15: Estimativa das causas das mortes anuais em 2050 (Walsh, 2014).
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Sendo um problema global, a solucéo passa por uma cooperagéo a nivel internacional.
Para isso a OMS propde varias medidas: primeiro, deve-se promover a utilizacao racional e ao
mesmo tempo uma maior regulamentagdo de antimicrobianos. Para este efeito, deve-se
melhorar os servigos de diagnostico, especialmente nos paises em desenvolvimento, de forma
que ndo haja recurso aos antibidticos como ‘solu¢do comum’. Ao mesmo tempo, € necessario
assegurar a qualidade dos medicamentos, através de regulamentagdes, de forma a reduzir a
contribuicdo do crescimento da RAM por parte de ingestdo de antibidticos enfraquecidos.
Paralelamente, deve-se exigir uma maior transparéncia e colaboragéo dos governos nacionais
de forma a identificar as principais rotas de trafico de contrabando ilegal de antibioticos
enfraquecidos. A OMS propde ainda a fomentacdo da inovacdo, ou seja, a criacdo ou
desenvolvimento de técnicas, tecnologias ou produtos que possam contribuir positivamente
para este conflito, assim como a criacdo de ambientes onde essa inovagdo cientifica possa

crescer.

“Sao necessarias estratégias e tecnologias inovadoras que variem desde a area cientifica
até os aspetos financeiros e reguladores, para aliviar a escassez de novos antibiéticos e outros
produtos destinados a limitar a resisténcia antimicrobiana. Buscam-se varias abordagens
inovadoras, porém ¢ necessario muito mais. A inovacgdo floresce num ambiente propicio.”

(World Health Organization, 2012)

Neste contexto, as Universidades e Centros de Investigacdo surgem-nos assim como
polos criticos no combate 8 RAM. O dmbito desta dissertagdo espera contribuir positivamente
para a mitigacdo deste problema, ja que ao apontar para o desenvolvimento de novos materiais
capazes de eliminar a presenca de antibiéticos no meio aquatico, visa reduzir a possibilidade
de RAM.
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1.8 Tecnologias alternativas para a remocao de antibidticos do meio
ambiente

1.8.1 Adsorcao

A adsorcdo é definida como um processo de transferéncia, em massa, de compostos
alvo (adsorvatos) de uma fase liquida para a superficie de uma fase sélida (adsorventes). E
importante salientar, que na adsorcdo os adsorvatos ficam apenas retidos na superficie do

adsorvente, sem que haja incorporagdo dos mesmos (Wang & Guo, 2020).

O mecanismo geral de adsorcdo é composto por trés etapas principais, como ilustrado
na figura 16. A primeira etapa consiste na transferéncia do adsorvato de uma dada matriz para
a superficie externa do adsorvente. Esta etapa designa-se por difusdo externa, e resulta de uma
forca motriz gerada pelas diferencas de concentracdo entre a matriz aquosa e a superficie do
adsorvente. A segunda etapa compreende a difusdo do adsorvato pelos poros do adsorvente e
é denominada de difusdo interna. A terceira e ultima etapa do processo de adsor¢do consiste na
ligacdo do adsorvato aos locais alvo do adsorvente. Todas as fases acima descritas iréo
influenciar a taxa e o desempenho do processo de adsor¢do (Wang & Guo, 2020).

Figura 16: Mecanismo de adsorcéo (1- Difuséo externa; 2- Difuséo interna; 3- Adsorc¢do nos locais
alvo) (Wang & Guo, 2020).

Existem dois tipos de adsor¢do que podem ocorrer, a adsor¢éo fisica (fisissor¢do) e a
adsorcdo quimica (quimissorcédo). Estas séo diferenciadas de acordo com a natureza das forcas
de interacdo estabelecidas entre o adsorvente e 0 adsorvato, ou seja, por meio de ligacoes

covalentes ou ndo covalentes (Pedro et al., 2019). Na adsorcéo fisica, as moléculas aderem a
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superficie do adsorvente por meio de interacdes electroestaticas ou de van der Waals. Contudo
estas interacOes sao fracas e incapazes de formarem ligacGes quimicas, tornando a adsorcao
fisica um processo reversivel. Contrariamente, na adsor¢do quimica ha transferéncia de
eletrdes, o que leva a formacdo de ligagbes quimicas entre o adsorvato e a superficie do
adsorvente. As forcas envolvidas neste tipo de adsorcao sdo mais fortes e especificas, o que faz
com este processo seja irreversivel, sendo a dessorcdo somente conseguida pela exposicao do
adsorvente a elevadas temperaturas. Uma outra diferenca entre este dois tipos de adsorcao
consiste na formac&o de camadas, pois enquanto que na adsorcao fisica podem-se formar varias
camadas moleculares sobrepostas, na adsorcdo quimica ha apenas a formacdo de uma

monocamada molecular adsorvida (Karge, 2008).

Existem alguns fatores inerentes aos adsorventes e aos adsorvatos que podem
influenciar a eficacia dos processos de adsorcdo. Certos parametros intrinsecos aos adsorventes
como a area superficial, a uniformidade e tamanho dos poros, a carga superficial e a presenca
de grupos funcionais podem afetar a eficiéncia da adsor¢éo (Xiang et al., 2019). Relativamente
aos adsorvatos, caracteristicas como o tamanho molecular, a polaridade, a configuracdo
geométrica e a concentracdo inicial do analito podem influenciar os processos de adsorcao
(Xiang et al., 2019). Por altimo e ndo menos importante, as condicdes operacionais como a
temperatura, o pH, a forca idnica e a presenca de matéria organica nas solucées séo fatores que
interferem nos estudos de adsor¢éo (Xiang et al., 2019).

Nos Ultimos anos, a extracdo em fase solida (SPE) tém-se revelado uma técnica bastante
promissora em tratamentos de aguas residuais. Os analitos contidos numa dada matriz aquosa
sdo extraidos devido ao contacto com um dado adsorvente (Barrionuevo & Lancgas, 2001). Um
dos exemplos mais comuns de adsorventes usados na SPE € o carvao ativado. Este material é
visto como um bom adsorvente para diversos poluentes, entre eles, os antibidticos (Aljeboree
& Alshirifi, 2018). Outros exemplos baseiam-se na aplicacdo de nanoparticulas de diéxido de
titdnio (TiO2) e materiais a base de 6xido de grafeno e de quitosano, 0s quais mostraram ser
eficientes em remover alguns antibidticos como a ciprofloxacina e a tetraciclina (Aljeboree &
Alkaim, 2019; Phoon et al., 2020). Também tém sido feitos estudos de adsorcéo, usando
microalgas como adsorventes para a remocao de antibidticos e outros poluentes (Leng et al.,
2020). No entanto estes métodos ainda estdo numa fase de experimentacdo inicial e tém
demonstrado algumas limitacGes ndo s6 em termos de eficiéncia, como também a nivel de

implementacdo, manutencdo e elevados custos econdmicos inerentes (Phoon et al., 2020).
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Neste estudo propde-se assim uma abordagem inovadora, que consiste na utilizacdo de liquidos

idnicos suportados (SILs) como materiais alternativos para a extracdo em fase solida (SPE).

1.8.2 Liquidos lénicos Suportados (SILs)

Os liquidos idnicos (ILs) sdo sais organicos constituidos por um catido organico (por
exemplo imidazdlio e piridinio) combinado com anifes organicos ou inorganicos (por exemplo
acetato, tetrafluoroborato e cloreto) (Bernardo et al., 2020). Além das suas caracteristicas
peculiares tais como a elevada estabilidade térmica, quimica e eletroquimica, a alta polaridade
e a volatilidade desprezivel, a caracteristica mais relevante destes sais organicos é serem
altamente customizaveis (Ho et al., 2011). Esta Gltima particularidade confere aos mesmos o
potencial para serem adaptados de forma a poder manipular-se a estrutura quimica dos
catides/aniGes com o propdésito de exibirem um conjunto de propriedades fisico-quimicas
especificas para uma melhor adsor¢do dos analitos (Bernardo et al., 2020). A figura 17

apresenta alguns catiGes e anides que formam os liquidos i6nicos.

Catides
s
T R—N.+. N—R
R
Prridinio Imidazolio

Anides:

|

F— Ela'— F Cl-
F
Tetrafluoroborato |BF | Cloreta [C17]

Figura 17: Estrutura quimica de alguns exemplos de catifes e anides que constituem os liquidos
ionicos.

No entanto, a elevada solubilidade dos ILs impede o seu uso direto em matrizes
aquosas, pois dissolvem-se causando poluicdo secundéria (Zhu et al., 2019). Para contornar

esta situacdo, os ILs podem ser imobilizados num suporte sélido por confinamento fisico ou
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por ligacdes covalentes, designando-se por Liquidos iénicos suportados (SILs) (Bernardo et
al., 2020). Embora percam algumas das caracteristicas que possuiam no seu estado liquido, a
capacidade de customizagdo é mantida (Zhu et al., 2019). A silica é usualmente escolhida como
material de suporte por ser inerte, mecanicamente resistente, de elevada biocompatibilidade,
baixo custo e detentor dum racio area/superficie baixo, o que Ihe confere boa capacidade de
adsorver diversos tipos de poluentes quando comparada com outros materiais como o carvao
ativado e o grafeno (Almeida et al., 2020; Zhu et al., 2019). Para estabelecer-se a ligagdo dos
ILs a superficie da silica, é necessario, numa primeira fase, ativar as particulas de silica por
meio de solucdes aquosas marcadamente acidas como por exemplo o0 &cido nitrico ou o acido
cloridrico. Esta primeira etapa ira aumentar o conteldo de grupos de silanol na superficie da
silica e eliminar as impurezas (Fontanals et al., 2012). Seguidamente, a silica é funcionalizada
com um agente compatibilizado e, posteriormente, este reage com a molécula que vai dar

origem ao catido do liquido iénico (Almeida et al., 2020; Fontanals et al., 2012).

Como referido nos capitulos anteriores, a presenca de antibidticos no meio ambiente €
uma problemaética que gera preocupacdo, sendo de extrema importancia o desenvolvimento de
solugdes que visem contribuir positivamente para a mitigacdo dos impactos severos que irdo
advir da crescente resisténcia antimicrobiana. Desta forma, o desenvolvimento de SILs a base
de silica ttm demonstrado ser uma tecnologia promissora e de baixo custo na remoc¢édo de
farmacos em solugdes aquosas. Estudos mostraram que os SILs conseguem adsorver AINES a
partir de solucBGes aquosas com percentagens de eficiéncia de 75% (Almeida et al., 2020;
Bernardo et al., 2020). Perante estes resultados, estes materiais podem ser considerados como
uma solugdo promissora para a adsor¢do de antibioticos, visto que os SILs tém propriedades
bastante peculiares e podem ser adaptados para melhorar a adsorcdo de farmacos alvo.

30



1.9 Objetivos

Perante 0s argumentos supramencionados, torna-se imperativa a criacdo e
implementacdo de estratégias que contribuam para a mitigacdo e eficiente remoc¢do dos
compostos antimicrobianos antes da sua entrada no ecossistema. Neste sentido, esta dissertacdo
tem como objetivos sintetizar e caracterizar diferentes materiais funcionalizados com liquidos
i6nicos a base de silica e proceder a estudos de adsorcéo, a fim de testar a sua capacidade em
adsorver os diferentes tipos de antibioticos de solugbes aquosas (e.g., aguas provenientes de
sistemas de aquacultura). Numa perspetiva futura, pretende-se contribuir para o
desenvolvimento de dispositivos eficientes e capazes de remover ABs de aguas residuais e de
matrizes ambientais, evitando a sua entrada ou promovendo a sua recuperagao a partir dos
ecossistemas naturais, contribuindo assim para o controlo da resisténcia antimicrobiana
(RAM).
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2. Parte Experimental
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2.1 Materiais

A parte experimental deste trabalho foi dividida em trés etapas principais. Numa
primeira fase foram sintetizados e caracterizados diferentes SILs . De seguida, foram realizadas
experiéncias de adsorgdo com os SILs sintetizados utilizando solugfes aquosas dos trés
antibidticos testados (ciprofloxacina, cloranfenicol e tetraciclina). Em ultima andlise foram
efetuados estudos de adsorcdo com os SILs mais promissores, inserindo os 3 antibidticos em

amostras de aguas provenientes de tanques de aquacultura em Portugal.

Todos os reagentes utilizados nestas etapas bem como 0s seus respetivos graus de

pureza e fornecedores estdo listados na tabela 4.

Tabela 4: Reagentes usados na sintese dos SILs e 0s seus respetivos graus de pureza e fornecedores.

Reagentes Pureza Fornecedor
3-cloropropiltrimetoxisilano 98% Acros Organics
Acido cloridrico 37% Sigma Aldrich
Ciprofloxacina 98% TCI
Cloranfenicol 98% Sigma-Aldrich
Etanol 99,9% Carlo Eba
Tetraciclina 99,9% Alfa Aesar
Gel de silica 60 A - Merck
Metanol >99.9% Chem-Lab
N,N-dimetilbutillamina 99% Aldrich
N-metilimidazol 99% Acros Organics
Tolueno 99,8% Sigma Aldrich
Tributilamina 99% Acros Organics
Trietilamina >99,9% Carlo Erba
Trioctilamina <98,0 % Fluka
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2.2 Sintese dos Liquidos 16nicos Suportados

A primeira etapa necessaria para a sintese dos Liquidos I6nicos Suportados € a ativacdo
da silica antes da sua funcionalizagcdo com os liquidos idnicos. Nesta fase, a silica € imersa em
acido cloridrico durante 24 horas, sendo depois lavada com agua destilada e seca sob véacuo
por outras 24 horas. Posteriormente, sdo colocados 5g de silica ativada, 50 mL de tolueno e 5
mL de 3-cloropropiltrimetoxisilano num baldo de fundo redondo acoplado a um condensador
de refluxo. Esta suspensdo € agitada magneticamente a temperatura de refluxo
(aproximadamente 92,85 °C) por 24 horas. Ap6s o refluxo, a suspensdo é arrefecida até atingir
a temperatura ambiente e o sélido filtrado é lavado com diversos solventes pela seguinte
sequéncia: 100 mL de tolueno, 200 mL de uma mistura etanol:agua 1:1 (v/v), 500 mL de a4gua
destilada e por ultimo 100 mL de metanol. Em seguida, o material obtido € seco numa estufa a
50 °C, durante 24h e é denominado de silica cloropropilica, [Si][C3]CI. Na figura 18, € ilustrado

um esquema da sintese deste material.

Cl
Cl,
+ o Refluxo /O\Si
78H - \/SLO/ Tolueno ]\o/ OH
OH —O
Silica  3-cloropropiltrimetoxisilano [Si][Cs]CI

Figura 18: Representacdo esquematica da sintese do [Si][Cs]CI.

O passo seguinte, baseia-se na reacdo deste material ([Si][C3]CIl) com o reagente que
originara o catido do IL que pretendemos. Para isso, sdo colocados 5g de [Si][C3]Cl, 50 mL de
tolueno e 5 mL da fonte de catido desejado num bal&@o de fundo redondo novamente acoplado
aum condensador de refluxo e agitado magneticamente durante 24 horas. No final do processo,
procede-se novamente a filtracdo e lavagem do material com 100 mL de tolueno, 350 mL de
metanol, 300 mL de agua destilada e outros 150 mL de metanol. Por fim, o material é seco
numa estufa a 50 °C durante 24 horas. A sintese de todos os SILs obtidos neste trabalho pratico,

bem como as suas respetivas fontes de catido estdo representadas no esquema da figura 19.
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Abreviatura

[Si][C3Ciim]

[Si] [N3114] Cl1

[Si][N3222] Cl1

[Si][N3444] Cl

[Si] [N3sss] Cl

Figura 19: Esquema da sintese dos SILs a partir do [Si][C3]Cl e das diversas fontes de catifo. E

também indicado a estrutura e abreviatura dos SILs.

2.3 Caracterizacao dos Liquidos Iénicos Suportados

2.3.1 Analise elementar

Esta técnica permite determinar a composicdo em carbono, hidrogénio e azoto nas

amostras de SILs sintetizados. O teor em carbono, hidrogénio e azoto foram determinados por

analise elementar, usando o equipamento Truspec 630-200-200, com uma amostra de cerca de

2 mg, temperatura do forno de combust&o de 1075 °C e temperatura de p6s-combustdo de 850

°C. O método de detecdo do carbono e hidrogénio foi feito por absorcdo de infravermelhos e

para o azoto foi usada a condutividade térmica.

2.3.2 Ponto de carga zero (PZC)

A imobilizacdo dos Liquidos ionicos (ILs) na superficie da silica causa variagdes no

PZC, as quais dependem do tipo de estrutura que funcionaliza a silica. Os valores do potencial
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zeta foram determinados para todos os SILs pelo equipamento Malvern Zetasizer Nano ZS,

utilizando as solucdes aquosas NaOH e HCI (0,1 M) para ajustes no pH.

2.3.3 Area de superficie especifica (BET)

A éarea de superficie especifica é aferida pela adsorcdo de azoto utilizando um
analisador de éarea de superficie Micromeritics Gemini V-2380. O método Brunaver-Emmet-

Teller (BET) é aplicado para calcular a area de superficie (Sger) da silica.

2.4 Espectroscopia de Absorcdo Molecular

A espectroscopia de Absorcdo Molecular consiste numa técnica analitica
espetroscopica que envolve a interacdo da radiacdo eletromagnética com 0s materiais,
produzindo, assim, um espectro a partir do qual € possivel identificar e quantificar substancias
(Lipson, 2009).

As solucbes aquosas preparadas com os diferentes tipos de antibidticos foram
quantificadas por Espectroscopia de Absorcdo Molecular, utilizando o equipamento Shimadzu
UV-1800, Pharma-Spec UV-Vis e células de quartzo com dimensdes de 1x1cm. Inicialmente
foi realizada uma curva de calibracdo para cada um dos antibiéticos com o objetivo de
identificar o comprimento de onda maximo de adsorcdo para cada antibi6tico e constatou-se
ser de 273 nm para a Ciprofloxacina e Cloranfenicol e 356 nm para a Tetraciclina. Para cada
um dos antibioticos, foram feitas duas réplicas, com o objetivo de minimizar eventuais erros

experimentais.

2.5 Estudos de adsorc¢éo

A adsorcdo da ciprofloxacina, do cloranfenicol e da tetraciclina foram avaliadas usando
como adsorventes os diversos SILs sintetizados. Com o proposito de averiguar o desempenho
e a eficiéncia dos SILs foram efetuados diversos estudos de adsor¢do com os diferentes tipos
de antibioticos. Para isso adicionou-se 5 mL de uma dada solucdo de antibidtico previamente
preparada a 25 mg de cada SIL, em diversos frascos. Este procedimento foi repetido para as

diferentes solugdes de antibidticos. De seguida, colocaram-se estas suspensdes num agitador
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orbital a 25 °C e 250 rpm durante uma hora. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas
durante 2 minutos a 12 000 rpm e lidas no espetrofotometro. Foram feitas mais experiéncias
com os SILs que mostraram melhores eficiéncias de adsor¢do. Também foram realizadas, com

os SILs mais promissores, experiéncias com &guas provenientes de sistemas de aquacultura.

2.5.1 Cinéticas de adsorcéo

As cinéticas de adsorgdo sdo importantes procedimentos experimentais, pois permitem
averiguar o tempo de contacto necessario entre o adsorvato (antibiotico) e o adsorvente (SIL)

para que o equilibrio seja atingido, indicando a velocidade da adsorcao.

Neste estudo, para a ciprofloxacina, cloranfenicol e tetraciclina foram preparadas
solugdes aquosas de 20 mg/L, 70 mg/L e 230 mg/L, respetivamente. Cada um dos antibioticos
foi testado individualmente, tendo sido adicionados 5 mL de cada antibidtico a frascos
identificados contendo 25 mg de cada um dos SILs anteriormente sintetizados. Posteriormente
estas suspensdes foram mantidas em rotacdo num agitador orbital (250 rpm) a 25°C. De
seguida, cada frasco foi retirado tendo em conta os seguintes intervalos de tempo: 30 segundos;
1 minuto; 2 minutos; 5 minutos;10 minutos; 20 minutos; 40 minutos; 60 minutos, sendo
transferidas para microtubos eppendorf de 2 mL para serem centrifugadas a 12000 rpm durante
2 minutos. No fim, a concentracdo dos antibidticos no sobrenadante foi quantificada por
Espectroscopia de Absorcdo Molecular utilizando a reta de calibracdo previamente

estabelecida.

Com o propésito de avaliar a capacidade de adsorcdo e a eficiéncia dos materiais
sintetizados, a quantidade de antibidtico adsorvida por grama de adsorvente em equilibrio

(mg/g) foi calculada, utilizando a seguinte equacao:

o = <(CO - Ce) X V) (1)

w

Onde Co € a concentracdo inicial de antibiotico na solugdo (mg/L), Ce a concentragdo de
equilibrio do antibiotico (mg/L), V o volume da solugdo aquosa de antibidtico (L) e w a massa
de SIL utilizada (g) (Almeida et al., 2020).
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Outro parametro que pode ser calculado para averiguar o desempenho do processo de adsor¢ao
é a eficiéncia de adsorcéo (EA%), a qual expressa a percentagem de adsorvato que foi removida
pelo SIL. No entanto, deve-se ter em atencdo que este valor apenas fornece uma visao
superficial da eficiéncia de adsorcdo, pois é bastante influenciado pela concentragéo inicial do
analito e massa de adsorvente, devendo ser sé utilizado como um screening para avaliar

rapidamente a performance dos materiais (utilizando condicdes idénticas para todos).

CO Ce

EAY% = x 100 2

0

Véarios modelos cinéticos foram desenvolvidos para descrever o mecanismo dos
processos de adsorcdo, destacando-se 0 Modelo pseudo-primeira ordem e o Modelo pseudo-
segunda. Neste estudo, estes dois modelos pseudo reacionais foram ajustados aos dados

experimentais (Wang & Wang, 2018).

O modelo pseudo-primeira ordem, também designado por equacdo de Lagergren foi
utilizado para descrever o processo de adsorcdo em sistemas solido-liquido (Wang & Wang,

2018). Este traduz a velocidade de adsorcgdo e é descrito pela seguinte equac&o:

d
d—qt = k1(qe — q¢) @)
t

Onde ge representa a quantidade adsorvida pelo adsorvente (mg/g) em equilibrio e gt a
quantidade adsorvida pelo adsorvente em funcdo do tempo (t). A constante ki é a constante de

velocidade de primeira ordem (min-1).

O modelo de pseudo-segunda ordem, desenvolvido por Ho e McKay, foi também
aplicado para descrever a capacidade de adsorcdo da fase solida. Este modelo prevé o
comportamento ao longo do tempo e indica que 0 processo de adsorcao € de natureza quimica,
envolvendo, deste modo, transferéncia de eletrbes e formacdo de ligagdes quimicas entre o
adsorvato e a superficie do adsorvente (Hui et al., 2005). Este modelo pode ser traduzido pela

seguinte equacao:
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d

—F=ka(qe — q)? )
t

Onde ge e gt representam as mesmas variaveis presentes no modelo pseudo-primeira ordem e

k2 € a constante de velocidade de adsorcio de segunda ordem (g/mg min-1).

O ajuste dos modelos para os valores experimentais foram feitos utilizando o software
GraphPad Prism9. Por altimo, com o intuito de avaliar o desempenho e a validade dos modelos
cinéticos e para averiguar qual deles descreve melhor os dados experimentais, o coeficiente de

determinac&o (R?) foi calculado usando a seguinte equacéo (Wang & Guo, 2020b):

Z(Qmean - CIcal)Z

R? = >
> Gcar — Qmean)* + Z(QCal - Qexp)

(5)

2.5.2 Isotéermicas de adsorcao

As isotérmicas de adsor¢do sdo modelos que descrevem a distribuicdo do soluto em
equilibrio, representando a quantidade de adsorvato em equilibrio na fase solida (qge) e a
concentracdo final de adsorvato em equilibrio na fase liquida (Ce), a uma temperatura e tempo
constantes (Wang & Guo, 2020a). O estado de equilibrio de adsorcéo € atingido quando ocorre
0 contacto entre o adsorvato (antibi6tico) e o adsorvente (SIL) por um periodo de tempo
suficiente, levando a que a concentragdo da solucdo de adsorvato esteja em equilibrio dindmico

com a concentracao da interface sélida (Al-Ghouti & Da’ana, 2020).

Para realizar as isotérmicas de adsorcdo, foram preparadas solucBes aquosas dos
antibioticos a diferentes concentragdes, variando de 20 mg/L a 1 g/L para o cloranfenicol, e
de 5 mg/L a 230 mg/L para a tetraciclina. Relativamente a ciprofloxacina, devido a dificuldades
na sua solubilidade ndo foram realizadas isotérmicas e procedeu-se diretamente a sua saturacao
em continuo. A massa dos SIL usada foi de 25 mg e o tempo de contacto necessario para o
equilibrio de adsorcdo foi estabelecido pelos estudos cinéticos, que neste caso foi de 20
minutos. O método aplicado foi muito idéntico ao descrito nos estudos das cinéticas, usando 5

mL de cada solugédo de antibiotico em diferentes frascos contendo os SILs. Ap6s o tempo de
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contacto estabelecido, as amostras foram centrifugadas durante 2 minutos a 12000 rpm e 0

sobrenadante foi quantificado por Espectroscopia de Absor¢cdo Molecular.

Neste estudo, trés modelos foram ajustados aos dados experimentais com o propésito
de analisar os mecanismos e a capacidade maxima de adsor¢do. Os modelos de isotérmicas de
adsorcéo aplicados foram os seguintes: Modelo de Freundlich, Modelo de Langmuir e Modelo
de Sips. O Modelo de Freundlich é o mais frequentemente usado para descrever a adsor¢éo de
compostos organicos e inorganicos (Hui et al., 2005). Este modelo empirico presume que a
adsorcdo ocorre numa superficie heterogénea e pode haver formacdo de multicamadas com
uma distribuicdo exponencial (distribuicdo ndo uniforme) dos sitios ativos de adsorcdo (Al-
Ghouti & Da’ana, 2020). A equacdo de Freundlich é representada por:

qe = Kf X Cel/n Q)

Onde, ge representa a quantidade adsorvida pelo adsorvente (mg/g) em equilibrio, Ce a
concentracdo de equilibrio da solugdo aquosa (mg/L) e Kr a constante de equilibrio de
Freundlich (mg/g). O termo n ¢ a constante de Freundlich e indica a intensidade de adsorcéo
(Almeida et al., 2020). A intensidade da adsorcédo indica a distribuicdo relativa da energia e a
heterogeneidade dos sitios de adsorcdo. Quando 1/, € maior que zero significa que a adsorcao
é favoravel. No entanto, se 1/, for maior do que 1, indica que o processo de adsorcdo é
desfavoravel, sendo irreversivel quando 1/, = 1. A irreversibilidade do processo de adsorcéao
pode ser devida a uma elevada concentracdo de adsorvato, a qual deverd diminuir antes da

dessorgdo das moléculas de adsorvato da superficie (Al-Ghouti & Da’ana, 2020).

Ao contrario do modelo anterior, 0 modelo de Langmuir baseia-se numa superficie de
adsorcdo totalmente homogénea com a formacao de uma monocamada de adsorvato. Com base
neste modelo, a adsor¢do ocorre num local especifico do adsorvente, ou seja, uma vez ocupados
os sitios especificos do adsorvente, ndo existem mais locais disponiveis para a adsorcdo de
mais nenhuma molécula (Wang & Wang, 2018). Este modelo pressupfe também que cada
molécula possui energia de adsorcéo e entalpias constantes (Al-Ghouti & Da’ana, 2020). A

equacao seguinte, descreve a isotérmica de Langmuir:
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Onde, ge representa a quantidade adsorvida pelo adsorvente (mg/g) em equilibrio, Qmax a
capacidade maxima de adsorcéo, B a constante de Langmuir e Ce a concentracdo de equilibrio

da solucdo aquosa (mg/L).

O modelo de Sips, consiste num outro modelo empirico que se baseia ha combinacao
dos dois modelos isotérmicos acima descritos, 0 modelo de Freundlich e o modelo de
Langmuir. A isotérmica de Sips foi deduzida com o proposito de prever a heterogeneidade dos
sistemas de adsorcdo e contornar as limitagcGes associadas ao aumento das concentragdes de
adsorvato do modelo de Freundlich. Em elevadas concentracfes de adsorvato, este modelo
prevé uma capacidade de adsorcdo em monocamada, a qual é caracteristica do modelo de
Langmuir em baixas concentracBes reduz-se para a isotérmica de Freundlich (Al-Ghouti &

Da’ana, 2020). A equacdo deste modelo é dada por:

K Cl/n
:qmax>< S>< e

(8)

e i
1+KsxC,'™

Onde, ge representa a quantidade adsorvida pelo adsorvente (mg/g) em equilibrio, Qmax a
capacidade maxima de adsor¢do, Ks é a constante de equilibrio de Sips, Cea concentracéo de
equilibrio da solucdo aquosa (mg/L) e n é a constante de equilibrio que caracteriza a
heterogeneidade dos sitios de adsorcdo. Se o valor de n for igual a 1, a equacdo simula uma
equacdo de Langmuir. Porém, se o valor de n aproximar-se de 0, a isotérmica remete a equacao
de Freundlich (Dwivedi et al., 2011).

Para finalizar, o ajuste dos modelos aos dados experimentais foi de igual forma efetuado
pelo software GraphPad Prism9 e a validade dos mesmos foi também testada pelo calculo do

coeficiente de determinacio (R?).
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2.5.3 Estudos de adsorc¢éo em continuo

Os estudos de adsor¢do em continuo podem ser efetuados usando uma coluna. Estes
estudos foram realizados para cada uma das solugdes de antibidticos apenas para o material
mais promissor e, também, para experiéncias com solucbes de antibidtico em meios de
aquacultura. Nestes estudos, uma solucdo aquosa contendo ciprofloxacina a 20 mg/L,
cloranfenicol a 947,80 mg/L e tetraciclina a 230 mg/L é bombeada através de uma coluna e
entra em contacto com uma determinada quantidade de adsorvente (aproximadamente 400 mg),
num certo periodo de tempo. A solucdo aquosa contendo o analito percorre a coluna e é
recolhida e analisada por espectroscopia de absor¢do molecular. Este processo é repetido até
que a concentracdo da solucdo colhida seja a mesma que a concentracao inicial da solucéo de
antibiotico, indicando assim que se atingiu a saturacdo do material. Este procedimento foi
repetido também para solugbes de antibidtico preparadas em meios de aquacultura. Estas
experiéncias permitem assim aferir a capacidade maxima de adsorcdo do material adsorvente.

A figura seguinte mostra uma representacao esquematica dos estudos de adsor¢do em continuo.

/
<+—— Coluna
|
—

<+— Solucdo de antibidtico

Filtro

Figura 20: Esquema do sistema de adsor¢do em continuo
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3. Resultados e discussao
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3.1. Caracterizacao dos materiais

3.1.1. Analise elementar

A anélise elementar foi utilizada com o intuito de quantificar as percentagens de
carbono, hidrogénio e azoto presentes nos diversos SILs. Pela observacdo dos resultados
apresentados na tabela 5, é possivel concluir que todos os materiais sintetizados sdo compostos
por carbono, hidrogénio e azoto, com a excecdo do material [Si][C3]Cl, o qual ndo expressou
azoto na sua composicao. Tal facto seria de esperar, visto que este material ndo contém nenhum
azoto na sua constituicdo. No entanto, apds a adicdo de uma determinada fonte catidnica
(contendo azoto na sua composicao) ao [Si][C3]Cl, é possivel observar que os diversos SILs
sintetizados j& apresentam percentagens de azoto. Também se pode constatar que o material
com uma maior percentagem de azoto é o [Si][C3C1im]Cl, o que é consistente com a estrutura
quimica do material, visto que este é o Unico que possui um anel de imidazélio com dois atomos
de azoto enquanto as outras estruturas apresentam apenas um &tomo de azoto na sua
composicao. Estes resultados permitem afirmar que a imobiliza¢do dos liquidos i6nicos na

silica foi bem sucedida, visto que os resultados estdo de acordo com o esperado.

3.1.2. Ponto de carga zero (PZC)

As medicdes do potencial zeta foram realizadas com o propdésito de estudar a carga
superficial das particulas dos materiais funcionalizados a base de silica e foram fundamentais
para compreender 0 mecanismo de adsor¢cdo numa perspetiva de adsorcéo eletrostatica (Zhang
et al., 2017). A partir destas medicGes, foi determinado o ponto de carga zero (PZC), o qual
corresponde ao valor de pH para o qual a carga elétrica na superficie do material é igual a zero.
Na tabela 5 estdo representados os valores do ponto de carga zero para cada SIL. Pela
observacdo dos resultados, € possivel observar que os SILs sintetizados exibiram valores de
PZC mais elevados do que o [Si][C3]Cl e a silica, garantindo a presenca de um catido nos SILs

e, consequentemente, uma funcionaliza¢do bem sucedida da silica.
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3.1.3. Quantidade de liquido ionico ligado a silica (BA)

A érea de superficie especifica (Sger) da silica foi determinada com o proposito de
inferir qual a area de superficie da silica disponivel para a funcionalizacdo com os liquidos
ionicos. Tendo por base o método de BET, o valor calculado foi de 434,545 m?/g. Posto isto,
foi possivel relacionar este valor, com os resultados obtidos da andlise elementar,
nomeadamente dos valores percentuais de carbono e azoto de cada SIL, com o intuito de
calcular a quantidade de liquido ionico ligado a silica (Bonding Amount-BA) . Estes célculos

foram realizados utilizando as seguintes equacdes abaixo mencionadas:

%C
_ 33X M) )

b4 SBET
A equacdo 9 é utilizada para o calculo da quantidade de ligacdo (BA) do material
[SI][Cs]CI. A %C foi previamente avaliada por anélise elementar, M(C) corresponde & massa
molar do carbono (M(C)=12 g/mol), sendo esta multiplicada por trés devido a presenca de trés
carbonos no material [Si][C3]Cl e Sget representa a &rea de superficie da silica determinada por
BET (435 m?/g).

%N
_ZX M) (10)

BA
SBET
A equacdo 10 foi usada para o célculo da quantidade de ligacdo (BA) no composto
[SI][C3C1im]CI. A %N foi previamente avaliada por analise elementar, M(N) corresponde a
massa molar do azoto (M(N)=14 g/mol), sendo esta multiplicada por dois devido a presenca de
dois atomos de azoto no [Si][C3C1im]Cl e Sget representa, também, a area de superficie da
silica (435 m?/g).
%N
_TXM®) (12)

BA
SBET
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Por Gltimo, a equacdo 11 foi aplicada aos restantes SILs, entre eles o [Si][Ns114]Cl,
[Si][N3222]Cl, [Si][N2444]Cl e [Si][N3sss]Cl, j& que estes apresentam apenas um dtomo de azoto

na sua estrutura.

Os resultados obtidos relativos a quantidade de ligacao estdo apresentados na tabela 5,
assim como os resultados obtidos por anélise elementar, do PCZ e do nimero de moles de cada

fonte cationica utilizada para a sintese dos SILs.

Tabela 5: Valores experimentais de percentagem de massa (obtidos por anélise elementar), ponto de
carga zero, numero de moles utilizados para a sintese dos diferentes SILs e quantidade de ligacdo dos

liquidos i6nicos em cada SIL.

SILs [%]C | [%]H | [%]N| PZC | N (mol) Q“a“t(iﬁi?oel /dnfz')iga‘?ao
Silica - - - 3,4 - -

[SI[CSICI | 4637 | 1,394 | 0 4,2 : 2,96
[Sil[CsCiim]C1 | 8,968 | 2,155 | 3022 | 89 | 0061 2,48
[Sil[NsualCl | 8872 | 2,117 | 0859 | 93 | 0035 141
[Sil[N22]Cl | 6,724 | 1563 | 0276 | 9 0,036 0,45
[Sil[Nssa]C1 | 6,379 | 1,427 | 0,139 | 6 0,021 0,23
[Sil[Nasss|Cl | 6,426 | 1,432 | 0,060 | 55 | 0011 0,10

Pela observacao dos resultados de BA especificados na tabela acima, podemos concluir
que apo6s a adicdo da fonte cationica nem todos os compostos reagiram de igual forma com a
quantidade de [Si][C3]CI existente na superficie da silica. De entre os SILs sintetizados, o que
apresentou um maior grau de funcionalizagdo foi o [Si][C3C1im]CI. Por outro lado, os que
mostraram uma funcionalizagdo mais baixa foram [Si][N3222]Cl, [Si][N3424]Cl € [Si][Nz3gss]Cl.
Posto isto, podemos concluir que os SILs detentores de maiores cadeias alquilicas,
apresentaram uma menor quantidade de ligacdo (BA). Isto pode-se justificar, na medida em que
0 namero de moles de fontes de catido utilizados para a sintese dos diferentes SILs foram
diferentes, tendo sido tanto menor quanto maior o peso molecular da fonte de catido em causa

(ver tabela 5).

Contudo, os materiais com uma menor quantidade de ligacéo (BA), parecem ser os mais
promissores, como se pode observar pela analise e discussdo dos resultados nos préximos

capitulos.
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3.2. Estudos de adsorc¢éo para a ciprofloxacina

Para estudar o comportamento de adsorcdo da ciprofloxacina pelos materiais, foram
primeiro realizadas experiéncias de adsor¢cdo com este antibidtico para todos os SILs
previamente sintetizados assim como para 0s materiais precursores, silica e [Si][Cs]CI. Para
este efeito, em diferentes frascos devidamente identificados, pesaram-se 25 mg de cada SIL e
posteriormente adicionou-se um volume de 5 mL de solucdo de ciprofloxacina a uma
concentragédo de 20 mg/L, em cada um dos frascos. De seguida, colocaram-se estas suspensoes
num agitador orbital (250 rpm) a 25 °C, durante 60 minutos. Posteriormente, centrifugaram-se
as suspensodes durante 2 minutos a 12 000 rpm e procedeu-se a quantifica¢do da ciprofloxacina
por espectroscopia de absorcdo molecular. Na tabela seguinte estdo expressos os resultados
obtidos, demonstrando que os materiais [Si][C3]Cl e [Si][N3sgs]Cl foram os materiais mais
promissores com um Qe de 2,85 e 2,10 mg/g, respetivamente. Estes dois materiais foram 0s
escolhidos para realizar posteriores estudos cinéticos e isotérmicos. O carvao ativado foi usado
como material adsorvente de controlo, visto que este € amplamente descrito na literatura como

sendo um bom adsorvente.

Tabela 6: Valores do coeficiente de adsor¢do em equilibrio (ge (mg/g)), da eficiéncia de adsor¢édo
(EA%) e da concentracdo em equilibrio (Ce (mg/L)) de cada um dos SILs sintetizados para a adsor¢ao
da ciprofloxacina (Co de ciprofloxacina 20 mg/L e massa de SIL 25 mg).

Materiais ge (Mg/g) EA% Ce (mg/L)
Silica 0,43 11,17 17,77
[Si][Cs]CI 2,85 71,17 5,77
[Si][C3Ciim]Cl] 0 0 23,43
[Si][N3114] C1 0 0 23,70
[Si][N3222] C1 0 0 22,35
[Si] [N3444] C1 2,08 52,38 9,52
[Si] [N3s88] C1 2,10 54,37 9,13
Carvio ativado 2,93 74,07 5,19
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De entre os principais mecanismos que possam estar envolvidos no processo de
adsorcdo da ciprofloxacina destacam-se as interagdes cletrostaticas, as interagdes m-m, as
ligagBes hidrogénio, as interacOes hidrofobicas e a difusdo dos poros, como se pode observar
na figura 21.
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Figura 21: Exemplo dos principais mecanismos que podem estar envolvidos no processo de adsor¢ao
da ciprofloxacina (Igwegbe et al., 2021).

A molécula de ciprofloxacina tem um anel aromatico benzeno na sua estrutura quimica,
o qual é capaz de formar interagdes m-m com 0S adsorventes devido a sua natureza rica em
eletrdes, causando, assim, um efeito de “empilhamento”. Estas ligagdes parecem ser mais fortes
quando o pH da solucdo é neutro e a CIP se encontra na sua forma zwitterionica (Igwegbe et
al., 2021). Por sua vez o SIL [Si][C3Ciim]C] também possui anéis aromaticos onde estas
interacdes podem ocorrer. No entanto, neste estudo este material ndo apresentou qualquer
eficiéncia de adsorcdo para este contaminante, o que indica que outros tipos de interacfes

poderdo estar envolvidas no processo de adsorcao.

Outras das interagdes que podem ocorrer sdo as ligacdes de hidrogénio. Estas interacoes
representam ligacOes intermoleculares parciais fracas e sdo um tipo especial de interacGes
dipolo-dipolo que se formam entre o hidrogénio e alguns &tomos como oxigénio, azoto e fluor
(Igwegbe et al., 2021). A molécula de ciprofloxacina tem uma ligagéo hidrogénio ao azoto, o

que pode desempenhar um papel importante na formacéo de liga¢Ges de hidrogénio.
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Relativamente as interacdes eletrostaticas podemos concluir que estas nao serdo as
principais forcas envolvidas, pois pela observacdo dos valores de PZC (tabela 5), € possivel
concluir que ao pH a que a solugéo de ciprofloxacina se encontra (6,39), 0os materiais mais
promissores ([Si][Cz]CI e [Si][Nzses]Cl) estdo carregados negativamente (ver graficos 29A e
31C em anexo). No entanto, como a ciprofloxacina, a este pH, esta na sua forma zwitterionica
(ver figura 22) poderia formar interacdes eletrostaticas tanto com materiais carregados
positivamente como negativamente. Porém, como apenas dois materiais apresentaram
favoraveis eficiéncias de adsor¢do, podemos concluir que ndo deve ser este o tipo de interacGes

presentes.

o o
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Figura 22: Formas iénicas da ciprofloxacina baseadas no pKa (Igwegbe et al., 2021).

Por outro lado, as interacfes hidrofobicas poderdo ser responsaveis pelo processo de
adsorcao, pois estes materiais possuem na sua constituicdo quimica cadeias alquilicas. Para que
o efeito hidrofdbico seja 0 mecanismo dominante, a adsorcao de contaminantes ndo polares em
materiais porosos teria que ser proporcional ao coeficiente de particdo octanol-agua (Logkow).
Na tabela seguinte podemos observar os diferentes valores de LogKow de cada uma das fontes

de catido inerentes aos diferentes SILs.

Tabela 7: Valores de Log kow das fontes de catido utilizadas para a sintese dos SILs.

Catides Log Kow
N-metilimidazol -0,19
N,N-dimetilbutilamina 1,94
Trietilamina 1,45
Tributilamina 4.46
Trioctilamina 10,94
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Pela andlise da tabela 7, podemos verificar que as fontes de catido mais hidrofobicas
séo a trioctilamina e a tributilamina, o que esta de acordo com o desempenho dos materiais
[Si][N3ssg]Cl e [Si][N3444]Cl, pois foram os SILs que demonstraram uma melhor eficiéncia de
remocdo, para além do [Si][C3]CI. Por outro lado, o N-metilimidazol representa o catido com
um valor Log Kow negativo, pelo qual € uma das razées do [Si][C3Ciim]Cl ndo ter demonstrado
qualquer eficiéncia de adsorc¢do, visto que a possibilidade de interacdo hidrofobica é muito

baixa.

3.2.1 Cinéticas de adsorcéo

Os resultados dos estudos das cinéticas de adsor¢do e os modelos de ajuste para 0s
melhores materiais estdo representados nos graficos da figura 23. Podemos observar que no
inicio do processo, a adsorcdo é bastante rapida. Tal facto deve-se ao adsorvente, nesta fase,
possuir uma grande quantidade de sitios ativos disponiveis, onde o adsorvato se pode ligar.
Seguidamente, pode-se observar uma diminuicao progressiva da adsor¢do até que o equilibrio
seja atingido. Nesta fase, ocorre saturacdo dos poros e o0 analito move-se lentamente dos poros
maiores para 0s microporos do adsorvente, causando assim uma taxa de adsor¢do mais lenta
(Wu et al., 2009). Pela observacao grafica podemos aferir que para o [Si][C3]Cl e [Si][Nzsss]Cl
0 equilibro é atingido muito mais rapido quando comparado com o carvdo ativado, com tempos

de equilibrio de 20 minutos e 4 horas, respetivamente.

[Si][C]CI [Si][N3ggg] Cl
4 4=
34 _ ° ° ° 3
o [ ]
é 27 g 24 [ BAd o L]
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Figura 23: Valores experimentais de ge (mg/g) de ciprofloxacina em func¢éo do tempo (min.) e
representacdo dos modelos cinéticos de pseudo-primeira ordem e pseudo-segunda ordem para o
[Si][Cs]Cl, [Si][Nzsss]Cl e carvéo ativado.

O software GraphPad Prims 9, foi utilizado para determinar os parametros cinéticos dos

modelos usados e o coeficiente de correlagdo (R?), os quais estdo representados na tabela 8.

Tabela 8: Valores dos pardmetros dos modelos cinéticos e 0s seus respetivos coeficientes de correlacéo.

Pseudo-primeira ordem Pseudo-segunda ordem
Materiais Qe K1 R? Qe ka R?
(mg g?) (min') (mg g?) (g mg™* min)
[Si][Cs]CI 2,731 3,195 0,5291 | 2,817 2,424 0,8580
[Si][N3sss]Cl 2,012 2,266 0,6121 2,093 1,974 0,8756
Carvéo ativado | 3,641 0,030 0,9714 | 4,201 0,008 0,9885

Pela anélise da tabela anterior, é possivel afirmar que para todos os materiais, 0 modelo
que melhor descreve a adsor¢do da ciprofloxacina € o de pseudo-segunda ordem, pois apresenta
um valor de R? maior do que o modelo pseudo-primeira ordem, com valores de 0,8580 e 0,8756
para [SI][C3]Cl e [Si][Nzsss]Cl, respetivamente. Tal facto permite deduzir que o mecanismo
dominante no processo de adsorgéo da ciprofloxacina baseia-se na quimissorc¢éo envolvendo,
desta forma, transferéncia de eletrGes e formacao de ligagbes quimicas entre o adsorvato e a
superficie do adsorvente (Kaya et al., 2021). Na literatura constam diversos estudos realizados
para a remocdo da ciprofloxacina de solugdes aquosas por adsor¢cdo com diferentes tipos de

adsorventes (quitosano, carvdo ativado, pedra-pomes, silica porosa funcionalizada, etc.,) em
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gue o modelo cinético com um melhor ajuste foi também o de pseudo-segunda ordem (Igwegbe
etal., 2021).

3.2.2 Isotérmicas de adsorcéo

Devido a dificuldades na solubilidade da ciprofloxacina, as curvas-isotérmicas para este
antibiotico ndo puderam ser determinadas. Esta problematica podera ter-se devido ao facto da
de ciprofloxacina ser pouco solivel em agua (pH 6,39) (Parwe et al., 2014). Posto isto, para
este antibiotico optou-se por fazer-se os estudos de saturacdo em continuo recorrendo a uma

coluna.

3.2.3 Experiéncias de saturacdo em continuo

As experiéncias de adsorcdo em continuo para a solu¢do aquosa de ciprofloxacina a 20
mg/L (pH=6,39) foram realizadas para [Si][C3]Cl e [Si][N3sss]Cl, pois foram os materiais que
apresentaram melhores eficiéncias de remogdo para este antibidtico. Para o [Si][Cs]CI
alcangou-se um Qmaxc de 6,522 + 0,107 mg/g e para [Si][N3ssss]Cl, a capacidade méxima de

adsorcdo em coluna foi de 5,676 + 0,568 mg/g.

Ja para a solucdo de ciprofloxacina a 20 mg/L (pH=7,77) preparada num meio de
aquacultura, a capacidade maxima de adsorcdo em coluna (qmaxc) foi de 2,595 + 0,355 mg/g e
3,873 + 0,999 mg/g para o [SI][C3]Cl e [Si][Nssss]Cl, respetivamente. Posto isto, podemos
observar uma ligeira diminuig&o do gmaxc dos materiais quando em contacto com a solucdo de
antibidtico no meio de aquacultura. Tal facto pode dever-se a presenca de matéria organica
natural embutida na prépria solucdo aquosa proveniente dos sistemas de aquacultura (Xiang et
al., 2019). Além disso, alguns estudos evidenciaram uma diminuicdo da solubilidade e
eficiéncia de adsorcdo, com o aumento de pH da ciprofloxacina, nomeadamente a pH proximos
de 7, onde este antibiotico se encontra na sua forma zwitterionica, como se pode observar na
figura 22. Tal facto esta de acordo com a redugdo observada nas experiéncias de adsor¢do em

continuo, onde é utilizada uma solu¢do em meio de aquaculturaa pH 7,77 (Kaya et al., 2021).
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3.3 Estudos de adsorc¢éo para o cloranfenicol

Para estudar a adsorcdo do cloranfenicol, o procedimento foi idéntico ao do primeiro
antibiotico. Primeiro foram realizadas experiéncias de adsor¢do deste antibidtico para todos 0s
materiais. Para isso foram utilizadas 25 mg de cada material e uma solucdo aquosa de
cloranfenicol a uma concentracdo de 100 mg/L, com um tempo de contacto de 60 minutos. Os
resultados obtidos deste screening estdo discriminados na tabela 9, onde podemos concluir que
[Si][Nz222]Cl [Si][N3444]Cl € [Si][N3sss]Cl, exibiram uma melhor eficiéncia de remocédo, com
ge de 4,23; 6,44 e 3,49 mg/g, respetivamente. Estes foram os SILs escolhidos para a realizagdo

de estudos cinéticos e isotérmicos.

Tabela 9: Valores do coeficiente de adsor¢do em equilibrio (qe (mg/g)), da eficiéncia de adsorgédo
(EA%) e da concentracdo em equilibrio (Ce. (mg/L)) de cada um dos materiais sintetizados para a

adsorcdo do cloranfenicol (Co de cloranfenicol 100 mg/L e massa de SIL 25 mg).

Materiais e (Mg/qQ) EA% Ce (Mmg/L)
Silica 0,17 0,85 99,15
[Si][C3]CI 2,88 14,58 85,42
[Si][C3C1im]Cl1 0,78 4,01 95,99
[Si][N3114]Cl 1,45 7,26 92,74
[Si][N3222]C1 4,23 21,23 78,77
[Si][N3444] C1 6,44 32,31 67,69
[Si][N3sss] Cl 3,60 18,21 81,79
Carvao ativado 19,38 98,49 1,51

Identicamente, ao que foi explicado no processo de adsor¢do do antibidtico
ciprofloxacina, o material [Si]J[C3Ciim]Cl teve uma adsorcao quase nula para o cloranfenicol,

0 que indica que ndo existem interagdes n- envolvidas no processo de adsorcao.

Relativamente as interacOes eletrostaticas podemos deduzir que estas ndo tenham
estado envolvidas neste processo de adsorcdo. Pela observacgéo dos valores de PZC (tabela 5 e
figuras 30B e 31C em anexo), € possivel concluir que os materiais mais promissores
[Si][N3444]Cl1 e [Si][N3ssg] Cl se encontram carregados positivamente ao pH a que a solugéo de

cloranfenicol se encontra (4,72). No entanto, o cloranfenicol a este pH encontrava-se na sua
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forma neutra (ver figura 32D em anexo), logo podemos descartar a presenca de possiveis
interacdes eletrostaticas.

A molécula de cloranfenicol tem, também, varios grupos funcionais que podem formar
ligacGes de hidrogénio, o que pode desempenhar um papel relevante no processo de adsorcao.
Mais uma vez, os SILs que mostraram uma melhor eficiéncia de adsor¢cdo foram os que tém
cadeias alquilicas mais longas, concluindo que as interacGes hidrofébicas sdo cruciais neste

processo de adsorcéo.

3.3.1 Cineticas de adsorcéo

Na figura 24 encontram-se representados os valores experimentais de ge em funcédo do
tempo para o antibiético cloranfenicol com os materiais [Si][N3222]Cl, [Si][N3444]ClI,
[Si][N3sseg]Cl e carvéo ativado, bem como os modelos cinéticos de adsor¢ao de pseudo-primeira

ordem e pseudo-segunda ordem.
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Figura 24: Valores experimentais de ge (mg/g) de cloranfenicol em fungdo do tempo (min.) e
representacdo dos modelos cinéticos de pseudo-primeira ordem e pseudo-segunda ordem para o
[Si][N3222] Cl, [Si][N3a44], [Si][N3sss]Cl e carvéo ativado.

O software GraphPad Prims 9 foi novamente utilizado para determinar os parametros
cinéticos dos modelos de adsorgdo e o respetivo coeficiente de correlagdo (R?), que estdo
apresentados na tabela 10.

Tabela 10: Valores dos pardmetros dos modelos cinéticos e os seus respetivos coeficientes de
correlagdo.

Pseudo-primeira ordem Pseudo-segunda ordem
Materiais Je k1 R? Qe ka R?
(mg g™) (min) (mgg")  (gmg* min?)
[Si1[Ns222]Cl 3,249 2,928 0,908 | 3,315 2,265 0,823
[Si][N3444]Cl 3,383 5,500 0,362 | 3,396 11,280 0,231
[Si][N3sss]Cl 4,083 3,953 0,604 | 4,160 2,775 0,818
Carvdo ativado 12,97 0,062 0,951 | 14,950 0,005 0,966

Pela observacéo dos resultados, podemos afirmar que a adsorcéo do cloranfenicol pelos
materiais [Si][Na222] Cl, [Si][N3444]Cl e [Si][N3sss]Cl foi bastante rapida em comparagéo com o
carvao ativado, atingindo o estado de equilibrio apds 20 minutos de contacto. Podemos também
concluir que o modelo cinético que melhor se ajustou aos valores experimentais foi 0 modelo
pseudo-primeira ordem para [Si][N3222]Cl e [Si][Ns444]Cl, com um R? de 0,908 e 0,362,

respetivamente, enquanto para [Si][Nzsss]Cl foi 0 modelo cinético de pseudo-segunda ordem,
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com um R? de 0,818. Os valores de ge foram de 3,249; 3,383 e 4,160 mg/g para [Si][Ns222]Cl,
[Si][N3444]Cl e [Si][Nssss]Cl, respetivamente.

3.3.2 Isotérmicas de adsorcao

A representacdo grafica dos valores experimentais de ge em funcdo de Ce para o
antibiotico cloranfenicol com os materiais [Si][N3222]Cl, [Si][N3444]Cl, [Si][N3gss]Cl e carvéo
ativado estdo apresentados na figura 25. Nos gréaficos estdo também apresentados os modelos
de isotérmicas de adsorcédo de SIPS, Freundlich e Langmuir. O software GraphPad Prims 9 foi
utilizado para determinar os parametros isotérmicos dos modelos de adsor¢do, bem como 0s

respetivos coeficientes de correlagdo (R?), os quais estio apresentados na tabela 11.
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Figura 25: Valores experimentais de ge (mg/g) de cloranfenicol em funcdo de Ce (mg/L) e
representacdo de modelos isotérmicos de SIPS, Freundlich e Langmuir para [Si][Ns222]Cl, [Si][Nza44],
[Si1[N3ggs]Cl e carvdo ativado.
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Tabela 11: Valores dos pardmetros dos modelos cinéticos SIPS, Freundlich e Langmuir e 0s seus

respetivos coeficientes de correlagao.

SIPS Freundlich Langmuir
Materiais . Ks 1 R? Kq n R2 Gmax b R2
(mgg?) (Lmg? (mg g™ (mg g™) (L mg?)
[Si][Na222] Cl - - - - 0,204 1,229 0,999 - - -

[Si][Ns4a]Cl | 48,280 0,002 1,137 0,997 | 0,060 1,048 0,992 | 154,500 0,001 0,998

[Si][N3sss] Cl - - - - 0,289 1,432 0,987 | 59,190 0,001 0,996
Carvao
ativado 83,900 0,048 0,597 0,988 | 16,460 4,050 0,953 | 71,450 0,103 0,967

De acordo com a tabela anterior podemos observar que para o material [Si][N3222]Cl 0
modelo que melhor se ajusta aos resultados é o de Freundlich com um R? de 0,999. Por outro
lado, para os materiais [Si][N3444]Cl e [Si][N3sss]Cl, 0 modelo que apresenta um melhor ajuste
é 0 de Langmuir, com um R? de 0,998 e 0,996, respetivamente. O modelo de Freundlich sugere
uma adsorcdo em superficies heterogéneas com a formacao de multicamadas. Por outro lado,
0 modelo de Langmuir baseia-se numa adsorcao em superficies homogéneas, com a formacao

de uma monocamada. (Tang et al., 2016).

3.3.3 Experiéncias de saturacdo em continuo

As experiéncias de adsor¢do em modo continuo, utilizando uma coluna, para a solugao
aquosa de cloranfenicol de concentragdo 947,80 mg/L (pH=4,72) foram realizadas para o
[Si1[N3sse]Cl, pois foi o SIL que apresentou melhor eficiéncia de remog&o para este antibidtico.
Para 0 [Si][N3sss]Cl atingiu-se um gmaxc de 34,466 £+ 0,009 mg/g. Comparando este resultado
com o valor de 48,280 mg/g previsto pelo modelo que melhor descreveu este material,
podemos averiguar que houve uma ligeira discrepancia. Pela observacao dos graficos da figura
25, podemos concluir que os materiais ndo atingiram um estado de equilibrio, ou seja, 0s
modelos isotérmicos ajustam-se aos dados, naquele intervalo, antes de haver limitacdo da

capacidade méaxima do adsorvente.

Ensaios semelhantes em continuo foram efetuados para a solucéo de cloranfenicol com
uma concentracdo de 947,80 mg/L (pH=7,9) preparada num meio de aquacultura. Para este

caso a capacidade méxima de adsorcdo em coluna (gmaxc) foi de 28,039 + 1,435 mg/g. Perante
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estes dados, podemos constatar que mesmo na presenca de matéria organica e com o aumento
de pH da solucdo de antibidtico preparada no meio de aquacultura o SIL continua a apresentar
resultados promissores na remoc¢édo do antibidtico, embora com uma pequena diminui¢do da

eficacia.

3.4 Estudos de adsorc¢éo para a tetraciclina

Para estudar a adsorcdo da tetraciclina, o procedimento foi idéntico ao realizado para
0s outros antibidticos, tendo sido primeiro executadas experiéncias de adsorc¢ao para todos 0s
materiais sintetizados. Para esse efeito, foram igualmente utilizadas 25 mg de cada material e
uma solucdo aquosa de tetraciclina com uma concentracdo de 98,67 mg/L. Estas misturas foram
mantidas em agitacdo durante um periodo de 60 minutos, sendo posteriormente centrifugadas
e quantificadas pela técnica de espectroscopia uv-vis. Os resultados obtidos estdo expressos na
tabela 12, onde podemos concluir que [Si][C3]Cl, [Si][N3222]Cl e [Si][N3sss]Cl exibiram uma
melhor eficiéncia de remocao, com ge de 4,78; 5,44 e 8,85 mg/g, respetivamente. Estes foram

os SILs escolhidos para a realizacéo de estudos cinéticos e isotérmicos.

Tabela 12: Valores do coeficiente de adsorcdo em equilibrio (qe (mg/g)), da eficiéncia de adsorcéo
(EA%) e da concentragdo em equilibrio (Ce (mg/L)) de cada um dos materiais sintetizados para a

adsorcdo da tetraciclina (Code tetraciclina 98,67 mg/L e massa de SIL 25 mg).

Materiais e (Mg/g) EA% Ce (mg/L)
Silica 0,16 0,81 97,87
[Si][C3]CI 4,78 24,31 74,68
[Si][C3Ciim]Cl 1,79 9,16 89,63
[Si][N3114]Cl 2,26 11,77 87,06
[Si][N3222]C1 5,44 27,81 71,23
[Si][N3444] C1 4,16 21,47 77,48
[Si][N3sss] Cl 8,85 45,11 54,16
Carvao ativado 5,27 27,11 71,92

Pela analise da tabela 12, podemos verificar que os materiais [Si][C3]Cl, [Si][N3222]Cl

e [Si][N3sggs]Cl demonstraram uma melhor eficiéncia de remocao para a tetraciclina. Por outro
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lado, a silica e o [Si][C3C1im]Cl foram os materiais que apresentaram eficiéncias de remocao
mais baixas.

Neste processo de adsorcdo podemos, também, descartar a existéncia de interacfes
eletrostaticas, pois pela observacédo dos resultados de PZC apresentados na tabela 5, é possivel
concluir que o material mais promissor ([Si][Nzsss]Cl) apresenta carga neutra em suspensoes a
pH 5,5. Como o pH da solucdo de tetraciclina estava muito préximo desse valor, sensivelmente
a 5,35, € possivel descartar possiveis interacOes eletrostaticas. Além disso, a tetraciclina,

apresenta-se também na forma neutra a pH 5 (ver imagem 33E em anexo).

A semelhanca do que acontece para 0s outros antibidticos, o processo de adsor¢ao pode
ser explicado pelo estabelecimento de interacGes hidrofobicas, em que os SILs com uma maior
eficiéncia de adsorcdo apresentam uma maior probabilidade de interacfes hidrofébicas,
enquanto o SIL [Si][C3Ciim]CIl tem uma menor probabilidade de interagdes hidrofobicas
devido ao valor do logkow da sua fonte de catido ser negativo (-0,19) e portanto manifesta uma

diminuicao acentuada da eficiéncia de adsorcao.

3.4.1 Cineticas de adsorcéo

Na figura 26 encontram-se representados os valores experimentais de ge em fungédo do
tempo para o antibidtico tetraciclina com os materiais [Si][C3]Cl, [Si][Nssss]Cl e carvéo

ativado, bem como os modelos cinéticos de adsorcdo de pseudo-primeira ordem e pseudo-

segunda ordem.
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Figura 26: Valores experimentais de ge (mg/g) de tetraciclina em fung&o do tempo (min.) e
representacdo dos modelos cinéticos de pseudo-primeira ordem e pseudo-segunda ordem para o
[Si][Cs]CI, [Si][Nssss]Cl e carvéo ativado.

O software GraphPad Prims 9 foi novamente utilizado para determinar os parametros
cinéticos dos modelos de adsorcéo e o respetivo coeficiente de correlagdo (R?), que estéo
apresentados na tabela 13.

Tabela 13: Valores dos parametros dos modelos cinéticos e os seus respetivos coeficientes de
correlagdo.

Pseudo-primeira ordem Pseudo-segunda ordem
Materiais Qe ki R? Qe ka R?
(mgg™) (min) (mgg?)  (gmg™* min?)
[Si][Cs]CI 1,788 1,533 0,738 | 1,894 1,277 0,909
[Si][Na3sss]Cl 5,008 1,438 0,760 | 5,272 0,428 0,936
Carvéo ativado 7,597 0,014 0,953 | 10,120 0,001 0,959

Como é possivel observar, pelos graficos acima, a adsor¢éo da tetraciclina foi bastante
rapida quando comparada ao carvéo ativado, sendo atingido o equilibrio em 20 minutos. O
modelo cinético que melhor se ajustou aos resultados experimentais foi 0 modelo de pseudo-
segunda ordem, com um R? de 0,909 e 0,936 para [Si][C3]Cl e [Si][Nssss]Cl, respetivamente.
Tal facto permite deduzir que o mecanismo dominante no processo de adsorgéo da tetraciclina
baseia-se na adsor¢do quimica envolvendo, desta forma, transferéncia de eletrdes e formacao
de ligacOes quimicas entre o adsorvato e a superficie do adsorvente (Kaya et al., 2021). O valor
de ge experimental foi de 1,894 e 5,272 mg/g para [Si][C3]Cl e [Si][N3sss]Cl, respetivamente.
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3.4.2 Isotérmicas de adsorcao

A representacdo grafica dos valores experimentais de ge em funcdo de C. para o
antibidtico tetraciclina com os materiais [Si][C3]CI, [Si][N3sss]Cl e carvdo ativado estdo
apresentados na figura 27. Em cada grafico estdo também representados os modelos
isotérmicos de adsor¢do, mais concretamente, 0 modelo SIPS, Freundlich e Langmuir. O
software GraphPad Prims 9 foi utilizado para determinar os pardmetros isotérmicos dos

modelos de adsor¢do, bem como os respetivos coeficientes de correlacdo (R?), os quais constam

na tabela 14.
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Figura 27: Valores experimentais de ge (mg/g) da tetraciclina em fungéo de Ce (mg/L) e representacdo

de modelos isotérmicos de SIPS, Freundlich e Langmuir para [Si][Cs]Cl, [Si][Nssss]Cl e carvéo ativado.
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Tabela 14: Valores dos pardametros dos modelos cinéticos SIPS, Freundlich e Langmuir e os seus

respetivos coeficientes de correlagao.

SIPS Freundlich Langmuir
Materiais . Ks 1 R? Kq n R2 Gmax b R2
(mgg") (Lmg") (mgg?) (mgg) (L mg™)
[Si][Cs]CI - - - - 0,352 1,295 0,996 | 45440 0,004 0,992
[Si][Nsess]Cl | 58,110 0,002 0,910 0,998 | 0,341 1,296 0,997 | 41,120 0,004 0,997
Carvao | 15499 0027 0540 0938 | 2560 3830 0903| 9520 0082 0,864
ativado

Pela andlise dos graficos da figura 27, é possivel observar que a adsorcao da tetraciclina

pelos materiais sintetizados € muito superior a do carvao ativado.

O modelo de isotéermica que melhor se adapta aos dados experimentais para a
tetraciclina, foi o modelo Freundlich para o [Si][C3]Cl e 0 modelo SIPS para o [Si][N3sss]Cl.
O modelo de SIPs indica uma adsor¢ao numa superficie heterogénea. Em baixas concentracfes
prevé uma isotérmica de Freundlich, por outro lado, em altas concentra¢des de adsor¢do supbe
uma isotérmica de Langmuir, o que significa que é um mecanismo de adsor¢do misto, pois é
composto por adsorcdo ndo ideal em superficies heterogéneas com adsorcdo em multicamadas
em baixas concentrac@es e adsorcdo em monocamada em elevadas concentragdes (Tang et al.,
2016).

3.4.3 Experiéncias de saturacdo em continuo

Para a tetraciclina, as experiéncias de adsor¢do em continuo recorrendo a uma coluna
foram realizadas para o material que apresentou uma maior eficiéncia de remocgdo , o
[Si][N3sgg]Cl, com uma solucéo aquosa de tetraciclina de concentragcdo 230 mg/L e pH=5,35.
Para este material, 0 gmaxc alcancado foi de 19,653 + 0,250 mg/g. Comparando este resultado
com o valor de 58,110 mg/g previsto pelo modelo que melhor descreveu este material, podemos
averiguar que houve uma ligeira disparidade nos resultados de Qmax previsto € do Qmaxc
realmente alcancado na experiéncias de saturagdo em coluna. Pela andlise dos graficos da
figura 27, podemos observar que os materiais ndo atingiram um estado de equilibrio, ou seja,
0s modelos isotérmicos ajustam-se aos valores experimentais, apenas naquele intervalo, antes

de haver limitacdo da capacidade m&xima do adsorvente.
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Ja para a solucdo de tetraciclina preparada no meio de aquacultura (concentracéo de
230 mg/L e pH=7,35), ndo foi possivel realizar as experiéncias de adsorcdo em continuo.
Quando se registou o0 espectro de absor¢do molecular desta solugéo nao se observou o pico
méaximo de absor¢do da tetraciclina a 356 nm. Esta solu¢do apresentava uma coloracao
vermelho-acastanhada enquanto a coloracdo da solucdo da tetraciclina em solucdo aquosa
apresentava uma coloracéo laranja-amarelada. Pela observacao da figura 28, pode-se constatar
que a tetraciclina apresenta dois picos maximos de absor¢do molecular, um a aproximadamente
270 nm derivado do anel A e do grupo cromdforo BCD e outro a aproximadamente 360 nm
devido a presenca deste grupo BCD. Como este Gltimo pico ndo estava presente no espectro de
absorcdo molecular da solucdo de tetraciclina em meio de aquacultura uma modificacdo

estrutural naquela regido da tetraciclina tera acontecido (KeRler et al., 2019).
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Figura 28: Espectro de uv-vis da tetraciclina (linha a cheio) (KeRBler et al., 2019).
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4. Consideracdes finais e perspetivas futuras
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Ao longo deste trabalho, uma nova abordagem foi estudada para a remocdo de
antibidticos presentes em diversas matrizes aquosas do ecossistema. Esta metodologia
consistiu na preparacdo e avaliacdo de materiais inovadores a base de silica funcionalizada com

liquidos idnicos na remocdo de antibidticos de matrizes aquosas.

As cinéticas de adsorcao realizadas mostraram que os trés antibidticos (ciprofloxacina,
cloranfenicol e tetraciclina) sdo rapidamente adsorvidos pelos SILs, atingindo o estado de
equilibrio em apenas 20 minutos. O modelo cinético de adsor¢do que melhor se adaptou a
adsorcdo da ciprofloxacina foi 0 modelo cinético de pseudo-segunda ordem tanto para o
[Si][C3]Cl como para o [Si][N3sss] Cl. Para o cloranfenicol, 0 modelo de pseudo-primeira ordem
foi 0 mais adequado para [Si][N3222]Cl e [Si][N3444]Cl e 0 modelo de pseudo-segunda ordem
ajustou-se melhor para [Si][Nzsss]Cl. Por altimo, o0 modelo cinético que melhor descreveu a
adsorcdo da tetraciclina foi o modelo de pseudo-segunda ordem tanto para o [Si][C3]CI como
para o [Si][Nzssg]Cl. No geral, 0 modelo que melhor se ajustou aos dados experimentais dos
trés antibidticos selecionados foi 0 modelo cinético de pseudo-segunda ordem, o que indica

uma adsorcao de natureza quimica, envolvendo troca de eletrdes.

O modelo de isotérmica de adsorcéo que melhor se adaptou aos valores experimentais
do cloranfenicol foi o modelo de Freundlich para o [Si][N3222]Cl e 0 modelo de Langmuir para
[Si][N3444]Cl e [Si][N3sssg] Cl. Relativamente ao antibidtico tetraciclina, o modelo que melhor
se ajustou aos dados experimentais foi 0 modelo de Freundlich para o [Si][C3]Cl e 0 modelo
de SIPS para o [Si][Nzsss]Cl. Posto isto, pode-se afirmar que os melhores modelos que
descrevem os dados experimentais dependem do antibiético e do material em estudo.

E, ainda, possivel observar que os liquidos idnicos suportados com cadeias alquilicas
mais longas mostraram melhores desempenhos no processo de adsor¢do dos antibidticos
testados neste estudo, o0 que indica que as interac¢fes hidrofobicas podem desempenhar um
papel relevante no processo de adsorcdo. De uma forma geral, pode-se constatar que o SIL com
um melhor desempenho e eficiéncia de adsorcao é o [Si][Nzsss]Cl, com valores de capacidade

méaxima de adsor¢do em coluna de 34,47 + 0,01 mg de antibiotico por grama de material.

As experiéncias de adsorcdo com a ciprofloxacina, cloranfenicol e tetraciclina preparadas
nos meios de aquacultura para o SIL [Si][N3sss]Cl também obtiveram eficiéncias de remocéo
bastante promissoras, o que demonstra que este material podera ser, tambeém, eficaz na remocéao

de antibioticos de matrizes ambientais.
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Em suma, os SILs demonstraram ser materiais bastante promissores para evitar a
contaminacdo ambiental de matrizes aquosas com antibidticos e provaram poder ser usados

como uma boa alternativa aos adsorventes convencionais.

Numa perspetiva futura, devem ser realizados mais estudos de adsor¢do com concentracdes
de analito mais elevadas para o cloranfenicol e para a tetraciclina. Também deve ser avaliada
a eficécia de outros tipos de liquidos i6nicos, bem como de outras classes de antibidticos. Por
altimo, pode-se também testar a eficiéncia de adsorcdo dos materiais utilizando solucGes
aquosas contendo diversos antibioticos, simulando desta forma as matrizes aquosas ambientais,
com o intuito de se encontrar um tipo de material eficaz para aplicagdo ambiental, contribuindo

desta forma ativamente para a mitigacdo da Resisténcia Antimicrobiana.
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6. Anexos
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Figura 29A: Representacdo do potencial zeta em fungéo do pH para [Si][Cs]CI.
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Figura 30B: Representacdo do potencial zeta em fungéo do pH para [Si][Nz444]Cl.
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Figura 31C: Representagdo do potencial zeta em funcao do pH para [Si][Nasss]Cl.
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Figura 32D: Espécie presente na solucéo de cloranfenicol ao pH de 4,72, no qual foram realizada
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Figura 33E: Espécie presente na solucdo de tetraciclina ao pH de 5,35, no qual foram realizadas as

experiéncias em batch.
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