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RESUMO - A Doxiciclina é um antibidtico da familia das Tetraciclinas, de amplo
espectro, presente em efluentes industriais, domeésticos e provenientes de areas rurais. Seu
principal inconveniente no meio ambiente é a potencializacdo do surgimento de bactérias
resistentes a ele. Os experimentos foram realizados conforme um planejamento
experimental tipo DCCR, sendo estudadas as influéncias da temperatura (T = 0 a 40 °C),
concentracéo inicial de H,O, (Cizo02 = 100 a 900 ppm) e de Fe** (Creo+ = 5 a 120 ppm)
sobre a concentracdo residual final de Doxiciclina e Carbono Organico Total. Para a
analise da concentragdo do farmaco residual foi utilizado o método espectrofotométrico.
As concentragdes residuais de Doxiciclina variaram de 0,0 a 55,8 ppm. O processo é
incapaz de reduzir o TOC além de 30%, desta forma deixando no efluente moléculas
organicas, as quais se mostraram ndo tdxicas através de testes de citotoxicidade com
Escherichia coli. A melhor condic¢do operacional foi T = 35,0 °C, Cyp02 = 611 ppm €
Cre2+ = 25 ppm. O processo é pouco influenciado pela temperatura, razoavelmente
influenciado pela concentracdo de ion ferroso e bastante influenciado pela concentracéo
de perdxido de hidrogénio.

1. INTRODUCAO

A principal via de entrada de farmacos no meio ambiente é através do esgoto doméstico, tratados
ou ndo. No entanto, também se deve considerar os efluentes das industrias farmacéuticas e quimico-
farmacéuticos, descarte inadequado de medicamentos vencidos, efluentes das zonas rurais e a presencga
de antibidticos no estrume animal utilizado para fertilizagdo do solo (Aga, 2008). O consumo mundial
de antibioticos aumentou drasticamente na Ultima década e desta forma cresceu também a sua excregéao
na sua forma original e de seus metabolitos. A maior parte dos antibioticos ingeridos ndo séo
totalmente metabolizados por seres humanos e animais e assim cerca de 25 a 75% dos antibioticos
pode deixar o organismo em sua forma inalterada (Khan e Ongerth, 2004; Watkinson et al., 2009;
Rivas et al., 2011). A Doxiciclina pertence a familia das tetraciclinas e sdo o segundo grupo de
antibiéticos mais produzidos e consumidos em todo o mundo (Gu e Karthikeyan, 2005; Borghi e
Palma, 2014). As tetraciclinas sdo consideradas antibioticos seguros e tem muitas propriedades
favoraveis, tais como o amplo espectro de atividade, baixa toxicidade, baixo custo, e pode, na maioria
dos casos, ser administrado por via oral (Jeong et al., 2010). Os efeitos colaterais mais comuns sao
nauseas, vomitos e diarréia. A Unica restricdo ao seu uso € por mulheres gravidas e criangas durante o
crescimento devido a sua deposic¢do nos 0ssos e calcificacdo de dentes. Os efeitos menos comuns sao

Area tematica: Engenharia Ambiental e Tecnologias Limpas 1



mEQ 19 a 22 de outubro de 2014
Florianopolis/SC

Congresso Brasileiro de
Engenharia Quimica

fotossensibilidade induzida, urticaria, dor de cabeca, dor abdominal, hipertensdo, febre, leve
leucopenia, anemia e trombocitopenia. Pacientes que tomam insulina devem ter acompanhamento
especial, uma vez que as tetraciclinas podem aumentar a persisténcia de insulina no organismo e, por
isto, exigem maior acompanhamento (Zhanel et al., 2004). Além da utilizacdo em seres humanos, as
tetraciclinas sdo usadas na terapia animal para tratar infeccbes e promover o crescimento.
Oxitetraciclina e clorotetraciclina séo dois dos dez antimicrobianos autorizados nos Estados Unidos
como promotores de crescimento para bovinos (Jeong et al., 2010). As tetraciclinas sdo o terceiro
antibidtico mais consumido, depois da penicilina e quinolonas e devido ao seu uso indiscriminado tem
sido detectado um namero crescente de bactérias resistentes as tetraciclinas (Pereira-Maia et al., 2010).
O fendmeno da resisténcia bacteriana é na verdade hoje em dia uma grande preocupacdo, pois ha cepas
resistentes a quase todos os antibidticos atualmente conhecidos (Rocha et al., 2011). O presente
trabalho tem como objetivo estudar a degradagéo da Doxiciclina pelo processo Fenton e otimizar as
condicdes experimentais (temperatura, concentracao inicial de peréxido de hidrogénio e concentracao
inicial de ion ferroso) para se obter a menor concentragéo residual final de Doxiciclina e de Carbono
Organico Total (TOC). Também sdo apresentados os resultados de citotoxicidade dos residuos. Este
trabalho da continuidade ao trabalho j& publicado de Borghi et al., (2012).

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Equipamento

A aparelnagem experimental utilizada nos ensaios consistiu de banho termostatizado,
refrigerador, béqueres, baldes volumétricos, balanca semi-analitica, filtros, agitadores mecanicos,
termopares, pHmetro, buretas e espectrofotdmetro.

O esquema do equipamento utilizado estd mostrado na Figura 1.
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Figura 1 — Equipamento e_xperimental para 0s ensaios de oxidacdo por Processo Fenton.
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O béquer (A) contendo a solucdo aquosa de hiclato de doxiciclina 100 mg/L ficava imerso em
um banho termostatizado (B) com temperatura ajustavel entre 0 e 100°C. O béquer dispunha de um
agitador mecénico (C), um termopar (D), um medidor de pH (E). Nas dosagens e amostragens
utilizaram-se micropipetas de 0 a 20, 20 a 200 e de 100 a 1000 pL.

2.2. Planejamento Experimental

Os ensaios de oxidacdo da Doxiciclina foram realizados de acordo com planejamento
experimental do tipo Delineamento Composto Central Rotacional, DCCR (Barros Neto et al., 2002;
Rodrigues e lemma, 2005).

Os valores das variaveis estudadas estdo discriminados na Tabela 1. O planejamento completo
foi apresentado anteriormente (Borghi et al., 2012).

Tabela 1 - Variaveis estudadas codificadas

Variaveis -1,68 -1 0 +1 +1,68
Cre'2 (ppm), X1 5 28,3 62,5 96,7 120
Ch202 (ppm), X 100 262 500 738 900

T (°C), X3 0,0 8,0 20,0 32,0 40,0

2.3. Ensaio

Transferia-se 200 mL de solucdo de Doxiciclina 100 ppm para béquer coberto e envolto com
papel aluminio, protegido da luz ambiente, colocava-se este béquer em banho termostatizado na
temperatura estabelecida no planejamento experimental (0, 8,0, 20,0, 32,0 ou 40,0 °C) sob agitagédo
com agitador mecanico, quando atingida a temperatura desejada dentro do béquer, adicionava-se a este
a solucéo de Sulfato Ferroso de modo que a concentracéo de Fe?* no meio tivesse o valor desejado (5,
28,3, 62,5, 96,7 ou 120 ppm) e um volume de Peréxido de Hidrogénio necessario para que a
concentragdo no meio tivesse o valor desejado (100, 262, 500, 738 ou 900 ppm).

O ensaio era iniciado com a adi¢do do peroxido de hidrogénio, quando entdo o crondmetro era
disparado e coletavam-se aliquotas em tempos pre-determinados.

2.4. Analises Quimicas

Determinacdo espectrofotométrica da concentracdo de Doxiciclina: Os ions de ferro podem
interferir na analise, sendo necessaria a sua remoc¢ao do meio. Outro interferente nesta analise € o
peréxido de hidrogénio que reage com o ion molibdato formando um complexo amarelo, resultando
em um falso incremento nos resultados. Nesta quantificacdo foi necessario o uso de uma solucao
inibidora do sistema Fenton proposto por Mota et. al. (2005). Esta solugéo era composta de iodeto de
potassio, sulfito de sddio e hidroxido de sédio em meio aquoso.
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Coletava-se em frasco contendo 1mL da solucéo inibidora do sistema Fenton, 1mL de aliquota
do meio reacional. Homogeneizava-se e filtrava-se com filtro de 0,45um acoplado a seringa, coletando
o filtrado em frasco de vidro.

Transferia-se 1mL do filtrado para baldo volumétrico de 5mL e adicionava-se a este 1mL de
solugdo Na,MoO,4 5x10° M, 0,5mL de NaNO3 1 M e 0,5mL de solugdo tampéo acetato 0,01 M, pH
5,0. Avolumava-se o baldo com agua destilada e homogeneizava-se.

Transferia-se para uma cubeta de vidro de 1cm e efetuava-se a leitura em espectrofotdmetro em
comprimento de onda de 390 nm. Paralelamente eram preparadas solucdes de calibracdo para
determinacéo da concentracdo de Doxiciclina por comparacao.

Carbono orgénico total: Para adequagdo da amostra, adicionava-se 3,5 mL de solucdo inibidora
do sistema Fenton a 3,5 mL do meio reacional. Esta mistura era filtrada com filtro de acetato de
celulose 0,45 um diretamente para um vial e a este se adicionava 5 gotas de H,SO, 1:5, garantindo pH
na faixa entre 2,0 e 3,0. Com auxilio de filme plastico, a abertura do vial era selada, possibilitando a
homogeneizacdo e posterior determina¢do no equipamento COT-5000A (Shimadzu), localizado no
Centro de Sistemas de Engenharia Quimica — CESQ do Departamento de Engenharia Quimica da
Escola Politécnica da USP.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Oxidacao de doxicilina

Os resultados dos ensaios segundo o planejamento DCCR ja foram publicados anteriormente
(Borghi et al., 2012) e ndo serdo mostrados aqui. Observou-se uma grande variacao nos resultados de
Choxiresidual que variaram de 0 a 55,8 mg/L. Casualmente os menores valores, 0 a 2 ppm, que foram
obtidos para o ponto central (T = 20 °C, Cho02 = 500 ppm e Cge2* = 62,5 ppm). Estes resultados
também mostraram que o planejamento utilizado contemplou condi¢cBes operacionais que
influenciaram significativamente a variavel dependente.

Os resultados foram tratados com o Software Statistica® e mostraram que apenas a
concentracdo de perdxido de hidrogénio (variavel codificada X5) (p< 0,05). Os valores finais de TOC
ndo foram influenciados significativamente por T, Cio02 € Cre’ ', € apresentaram uma queda méxima
de 30%.

De acordo com Pandey et al. (2000), a melhor condicdo operacional também pode ser estimada
através da aplicacdo das derivadas parciais da equacdo da superficie, gerada pelo software Statistica®,
em relacdo a X, X, e X3 e que, quando igualadas a zero, fornecem o minimo da funcéo.

Atraveés da resolucéo do sistema de equacdes algébricas lineares obtidas determinou-se a melhor
condicdo operacional para se obter a concentracdo residual minima de Doxiciclina, resultando em
Cre?" = 25ppm, Cizoz = 611 ppm e T = 35°C. Esta condic&o operacional foi admitida como o ponto de
partida para se efetuar um estudo paramétrico das variaveis, cujas condi¢cbes experimentais e
resultados estdo mostradas nas Figuras 2 a 4.
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Figura 2 - Influéncia da temperatura sobre (A) Cpoxi Residual.Final € (B) TOCFinal
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Figura 4 - Influéncia da concentracdo inicial de ion ferroso sobre (A) Cpoxi.Residual.Final € (B)
TOCFinal

A Figura 2 confirma os resultados da analise de variancia, ou seja, A temperatura nao
influencia o processo em termos de CpoxiresidualFinat € de TOC. Acreditamos que a concentragdo
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residual final de Doxiciclina tenha sido completamente oxidada a compostos que tinham a mesma
reacdo com molibdato, desta forma, mascarando a andlise espectrofotmétrica. Algumas analises em
HPLC-MS mostraram que a Doxiciclina desaparece em tempos de reacdo inferiores a 10 min. Os
produtos de degradacéo originados durante o processo sofrem ataque do radical hidroxila, originando
moléculas instaveis, que sdo capazes de reagir com outras moléculas presentes no meio, possibilitando
a formagdo de moléculas mais estiveis, mantendo uma concentracdo elevada de COT do meio
reacional.

A Figura 3A mostra que a resposta do processo para Cpoxi residual Final S80 bastante influenciados
pela concentracdo inicial de perdxido de hidrogénio. Para baixas concentracdes de perdxido € possivel
que ndo haja formacéo de radicais hidroxila em concentragéo suficiente para degradar a Doxiciclina e
demais subprodutos organicos. Como esperado, a TOC (Figura 3B) é independente da concentracdo de
peroxido, porque detecta compostos organicos, inclusive a Doxiciclina, que pode estar presente no
final do ensaio.

A Figura 4A mostra que a Doxiciclina, e demais compostos com a mesma reposta
espectrofotométrica, sdo bastante influenciados para baixas concentracdes de ion ferroso (Cge’*
inferiores a 20 ppm) e independentes para Cr”* superiores a 20 ppm. O mesmo comportamento é
observado para o TOC. Para concentracfes de ion ferroso é possivel que ndo haja formacao de radicais
hidroxila em concentracgdo suficiente para degradar a Doxiciclina e demais subprodutos organicos.

3.2. Avaliacdo da Concentracao Inibitéria Minima dos Residuos

Os ensaios de concentragdo inibitéria minima sdo importantes para se determinar qual a menor
concentracdo que um determinado agente antibidtico deve ter para exercer acao inibitoria sobre um
determinado microrganismo. A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) da Escherichia coli ATCC
25922 a Doxicilina é de 1,0 a 4,0 ug/mL (FDA, 2013).

Os ensaios para a determinacdo da CIM foram realizados em triplicata utilizando-se como
organismo de controle a Escherichia coli. A concentracdo inibitéria minima da Doxiciclina foi de 1,6
pug/ml, compativel com a descrita na literatura (FDA, 2013) para Escherichia coli. O antibiotico
oxidado ndo foi capaz de inibir o crescimento em concentracdo menor ou igual a 25% da solucéo
inicial, equivalente a 25 pg/mL de Doxiciclina oxidada. A concentragdo do tratamento ndo foi
aumentada acima de 25% para nédo diluir o meio de cultura em excesso, 0 que interfere na cinética de
crescimento bacteriano. Através deste teste € possivel afirmar que o efluente foi tdxico para o
microrganismo estudado, pois ndo inibiu seu crescimento celular. A auséncia de inibigdo também
evidencia que a amostra mais concentrada contém menos que 6,4 pg/ml do antibiético (quatro vezes o
valor do CIM, pois estava diluido a 25%), ou seja, houve inativacdo de no minimo 94% da quantidade
inicial de Doxiciclina.

3.3. Avaliacdo da Citotoxicidade do Residuo da Degradacdo da Doxiciclina
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Os ensaios de citotoxicidade foram realizados com o efluente na concentracdo real do
experimento e concentrado 10 vezes em evaporador rotativo a vacuo, sendo a citotoxicidade medida
pelo teste do MTT.

Os resultados obtidos mostraram que 20 a 30% de amostra pode afetar o crescimento celular,
mesmo que a amostra seja o tampéo fosfato (solucgéo salina) ndo prejudicial a célula, ndo ha diferenca
significativa entre o efluente e o branco da reagdo, o que mostra que ndo houve geracao de subprodutos
toxicos a esse tipo celular no processo de tratamento do efluente. Comparando-se os dados da
Doxiciclina esta manteve-se toxica a célula em altas concentragdes, sendo seu efeito, portanto,
dependente da dose.

Na tentativa de avaliar a influéncia do efluente e branco da reagéo, estes foram concentrados 10
vezes. Observou-se que ndo havia diferenca significativa entre o efluente e o branco da reacao
concentrados, pois a concentracdo do efluente e branco da reacdo aumentou a viabilidade celular,
confirmando que a citotoxicidade anterior era relacionada a diluicdo do meio de cultura, e ndo a
toxicidade do tratamento, ndo apresentando toxicidade significativa as células L929 em até 50% de
concentracdo (5% de solugdo 10 vezes concentrada), que foi a maior concentragdo testada.

4. CONCLUSOES

A analise paramétrica mostrou que as 3 variaveis estudadas (Crzo2, Cre>' € T) exercem efeito
na concentracdo residual final de Doxicilina, porém, com base na analise de residuos do software
Statistica®, as variaveis que mais influenciaram o processo foram a concentracéo inicial de peréxido de
hidrogénio e de ion ferroso, respectivamente. A melhor condi¢do experimental determinada pelo
planejamento fatorial foi Cre>* = 25 mg/L, Crz02 = 611 mg/L e T = 35°C. Para estas condi¢des obteve-
se a menor concentrag&o residual final de cloridrato de Doxiciclina e de TOC, que foram de 1,1 e 32,8
mg/L, respectivamente. Os resultados de Carbono Organico Total mostraram que a carga organica nao
foi reduzida, formando-se moléculas ndo detectaveis pelo método espectrofotométrico, que era
especifico para a determinacdo do farmaco.

A avaliacdo da citotoxicidade e da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos residuos pela
Escherichia coli mostraram que a Doxiciclina teve suas caracteristicas antibidticas neutralizadas,
sendo assim factivel tecnologicamente o tratamento de residuos contendo Doxicilina pelo processo
Fenton nas condigdes determinadas segundo o planejamento fatorial DCCR. Na continuidade deste
trabalho foram determinados em HPLC-MS os produtos de degradacdo da Doxicilina e numa
publicacdo posterior mostraremos aqueles novos resultados e faremos uma discussdo sobre suas
toxicidades.
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