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RESUMO

Antibidticos sdo largamente utilizados na medicina humana e veterindria. Apds o
consumo, grande parte dos farmacos é excretada inalterada ou sob forma de
metabolitos, e por intermédio dos langamentos de estacBes de tratamento de esgotos,
residuos agricolas e lixiviacdo, alcancam o0s ecossistemas naturais. A ocorréncia de
antibiéticos nos ambientes aquéaticos tem se tornado uma preocupagdo crescente em
todo o mundo especialmente devido ao aparecimento de genes de resisténcia em
bactérias patogénicas. O uso indiscriminado e a utilizagdo de doses subterapéuticas de
antibioticos provocam o surgimento de resisténcia. Em Goias, uma pesquisa recente
demonstrou a presenca de bactérias resistentes a varios antibioticos em efluentes
hospitalares e na estacdo de tratamento de esgotos de Goiania. Os processos de
tratamento de efluentes baseados na degradagdo bioldgica apresentam baixa eficiéncia
de remocdo de fa&rmacos residuais devido a estrutura recalcitrante e ao potencial biocida
dos antibidticos. O objetivo desta pesquisa foi avaliar a eficiéncia da decomposigao
hidrotermal dos antibiéticos ampicilina, enrofloxacina, oxitetraciclina, sulfaquinoxalina
e tilosina. Com este intuito, solucbes dos antibioticos foram preparadas com
concentracdo de 50 pug.mL™ e com correcdo de pH para a faixa 3-7, com soluco de
acido fosforico, para o tratamento com carboniza¢do hidrotermal. O tratamento pelo
processo de carbonizacgéo hidrotermal da oxitetraciclina com correcéo de pH feita com
acido fosférico, pH 3, temperatura de 170°C e tempo de reacdo de 90 minutos
apresentou como resultado a decomposicéo total deste antibiotico (100%). A maior taxa
de decomposicéo (98,37%) para a enrofloxacina foi observada quando foram utilizados
tempo reacional de 120 minutos, pH 3, temperatura de 200°C e &cido fosférico como
catalisador. A maior taxa de decomposi¢do da ampicilina (94,86%) foi observada
quando se utilizou tempo de reagdo de 120 minutos, pH 4, temperatura de 200°C e &cido
fosforico como catalisador. As condi¢bes mais adequadas para a decomposi¢do da
sulfaguinoxalina, observando a maior taxa de reducéo (95,71%), foi observada quando
foram utilizados tempo reacional de 120 minutos, pH 5, temperatura de 180°C e &cido
fosforico como catalisador. Todas as condigdes, exceto o pH 7, levaram a decomposicdo
total da tilosina (100%) das amostras. A melhor condigdo para a decomposicdo da
tilosina, observando menor gasto energético, tempo reacional e gasto de catalisador, foi
aquela onde se utilizou tempo de reagdo de 90 minutos, pH 4, temperatura de 180°C e
acido fosfdrico como catalisador. No teste de germinagdo com Allium cepa, as solugdes
tratadas, exceto a ampicilina, apresentaram taxas similares de germinagdo as
encontradas no Grupo Controle. As solugdes dos antibiéticos sem tratamento
apresentaram taxas superiores de crescimentos dos brotos quando comparadas ao Grupo
Controle. Esses resultados mostram que o processo de carbonizagdo hidrotermal
apresenta potencial para futuras aplicaces de decomposicdo de antibidticos em &guas e
efluentes contaminados.

Palavras-chave: Antibiticos Veterinarios, Decomposic¢éo, Carbonizagdo Hidrotermal.
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ABSTRACT

Antibiotics are widely used in human and veterinary medicine. After consumption,
much of the drug is excreted unchanged or in the form of metabolites, and through the
release of sewage treatment plants, agricultural waste and leaching, reach natural
ecosystems. The occurrence of antibiotics in aquatic environments has become a
growing concern worldwide mainly due to the emergence of resistance genes in
pathogenic bacteria. The indiscriminate use and the use of subtherapeutic doses of
antibiotics cause the emergence of resistance. In Goids, a recent survey showed the
presence of bacteria resistant to multiple antibiotics in hospital wastewater and Goiania
sewage treatment plant. The wastewater treatment processes based on biological
degradation have low efficiency of removal of residual drugs due to recalcitrant
structure and biocide effect of antibiotics. The objective of this research was to evaluate
the efficiency of hydrothermal decomposition of the antibiotic ampicillin, enrofloxacin,
oxytetracycline, and tylosin sulphaquinoxaline. For this purpose, the antibiotic solutions
were prepared at a concentration of 50 pg.mL™ and pH correction to the range 3-7, with
phosphoric acid solution for the hydrothermal carbonization treatment. Treatment by the
hydrothermal carbonization process of oxytetracycline with pH adjustment made with
phosphoric acid, pH 3, 170 ° C temperature and 90 minutes reaction time showed total
decomposition as a result of this antibiotic (100%). The highest decomposition rate
(98.37%) for enrofloxacin was observed when they were used the reaction time of 120
minutes, pH 3, 200 ° C temperature and phosphoric acid as a catalyst. The highest
decomposition rate of ampicillin (94.86%) was observed when using time of 120
minutes reaction, pH 4, 200 ° C temperature and phosphoric acid as a catalyst. The most
suitable conditions for the decomposition of sulphaquinoxaline, observing the greatest
reduction rate (95.71%) was observed when they were used the reaction time of 120
minutes, pH 5, temperature 180 ° C and phosphoric acid as a catalyst. All conditions,
except for the pH 7, led to complete decomposition of tylosin (100%) of the samples.
The best condition for the decomposition of tylosin, observing a lower energy
expenditure, and reaction time spent catalyst was one which was used 90 minutes
reaction time, pH 4, 180 ° C temperature and phosphoric acid as a catalyst. In the
germination test with Allium cepa, the solutions treated, except ampicillin, had similar
germination rates found in the control group. The solutions of antibiotics with no
treatment showed higher rates of growth of buds when compared to the control group.
These results show that the hydrothermal carbonization process has potential for future
applications decomposition of antibiotics in contaminated water and effluent.

Keywords: Veterinary Antibiotics, Decomposition, Hydrothermal Carbonization.
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1 INTRODUCAO

No século XX houve um aumento na expectativa de vida de homens e mulheres
em todo o mundo, muito devido ao inicio da era dos antibidticos. A introducdo de
agentes antimicrobianos em meados de 1930 (sulfonamidas) e em 1940 (penicilina)
revolucionou a medicina humana por reduzir de maneira substancial as taxas de
mortalidade e morbidade por doencas bacterianas. Desde entdo surgiram numerosos
antimicrobianos de estruturas quimicas diferentes que possibilitaram um tratamento
medico eficaz para enfermidades infecciosas antes vistas como problemas de saude
publica como tuberculose, febre tifdide, hanseniase, meningite, pneumonia e muitas
outras que passaram a ser controladas dentro de alguns anos. Isso explica a importancia
terapéutica dessa classe de farmacos e a posigdo atual entre os medicamentos mais
vendidos mundialmente (AUTO; CONSTANT, 2008; BARREIRO; FRAGA, 2008;
GUARDABASSI; KRUSE, 2010).

Antibidticos sio largamente utilizados na medicina humana, veterinaria (BEOVIC,
2006) e agricultura para prevenir e tratar infeccGes de animais e plantas, bem como
promotores de crescimento na criacdo de animais (MARTINEZ, 2009). Apds serem
consumidos, cerca de 50 a 90 % dos farmacos € excretada inalterada (MULROY, 2001)
ou sob a forma de metabolitos na urina, fezes ou esterco animal e por intermédio de
descarga de esgotos domeésticos e industriais in natura ou lancamentos de estacdes de
tratamento de efluente apds tratamento, residuos agricolas e lixiviagdo, alcancam os
ecossistemas naturais (BELISARIO et al., 2010; MELO et al., 2009; FEITOSA;
SODRE; MALDANER, 2013; ZHANG; ZHANG; FANG, 2009). A ocorréncia de
antibiéticos nos ambientes aquaticos tem se tornado uma preocupagdo constante devido
ao potencial de causar alteracbes nos ecossistemas, impactando negativamente
organismos aquaticos e terrestres, além de exercer provavel influéncia no aumento da
resisténcia microbiana a antibiéticos (MELO et al., 2009; REGITANO; LEAL, 2010).

Centenas de genes de resisténcia a uma vasta gama de antibidticos tém sido
encontradas em microrganismos distribuidos em efluentes hospitalares, residuos de
criacdo de animais, esgoto, estagBes de tratamento de efluentes, aguas superficiais,
subterraneas e até mesmo na agua de abastecimento (ZHANG; ZHANG; FANG, 2009;
ROSENBLATT-FARRELL, 2009). O uso indiscriminado dos antibidticos em grandes

populagdes ou em doses sub-terapéuticas em animais de criagdo sdo fatores decisivos
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para a rapida formacédo de resisténcia (HERSHBERGER et al., 2005), porque mesmo
tracos de antibidticos sdo capazes de provocar o aparecimento de resisténcia em uma
bactéria presente em um rio (BOWER; DAESCHEL, 1999). Além disto sdo
desconhecidos os efeitos associados a ingestdo prolongada de uma variedade de
farmacos presentes em pequenas quantidades na &gua de abastecimento
(STACKELBERG et al., 2004).

O tratamento de efluentes em nivel preliminar apenas remove sélidos grosseiros,
enquanto no nivel primario sdo removidos os solidos sedimentaveis e uma parte da
matéria organica. No tratamento secundario sdo empregados processos bioldgicos
(lagoas de estabilizacdo, lodos ativados, sistemas aerébios com biofilme, sistemas
anaerdbios e disposicdo no solo) que ocasionalmente removem nutrientes como:
nitrogénio e fdésforo (VON SPERLING, 1998), e proporcionam uma redugao
significativa na matéria organica (BRASIL, 2009). No tratamento terciario sdo
removidos poluentes especificos, ou ainda, de forma complementar os poluentes ndo
eliminados pelo tratamento secundério sdo removidos (BRASIL, 2009).

De modo geral, a maioria das estacbes de tratamento de esgotos no Brasil
alcanca somente o nivel de tratamento secundario (BRASIL, 2009). Os processos de
tratamento de efluentes que se baseiam na degradacdo bioldgica apresentam baixa
eficiéncia de remocgdo de farmacos residuais devido a estrutura recalcitrante e ao
potencial biocida dos antibidticos, o que acarreta a contaminacdo de aguas superficiais e
subterraneas e caracteriza um problema ambiental. (BELISARIO et al., 2010; MELO et
al., 2009; DA CRUZ et al., 2010).

Em virtude desse cenério ambiental, faz-se necessaria a introducédo de tecnologias de
tratamento adicionais que promovam a mineraliza¢do desses poluentes ou que resultem
em compostos menos nocivos ao meio ambiente (BELISARIO et al., 2010; MELO et
al., 2009; DA CRUZ et al., 2010). Nesse sentido, nos Gltimos anos, tém sido propostas
vérias tecnologias de tratamento de efluentes com este proposito, como biorreatores a
membrana (MBR) (GEBHARDT; SCHRODER, 2007; KIMURA; HARA;
WATANABE, 2005), processos oxidativos avangados (ANDREOZZI et al., 2005;
ZHANG et al., 2008), adsor¢cdo em carvdo ativado e outros adsorventes (MINE
KURTBAY et al., 2008; ONAL; AKMIL-BASAR; SARICI-OZDEMIR, 2007). Diante
do exposto, tecnologias inovadoras como a carbonizagdo hidrotermal necessitam ser
melhor estudadas, em virtude de apresentarem grande potencial no tratamento de

residuos de micropoluentes como os antibidticos.
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2 JUSTIFICATIVA

Os antibioticos, presentes em mananciais e efluentes de estagdes de tratamento
de esgoto, sdo capazes de provocar o aparecimento de genes de resisténcia em bactérias
patogénicas mesmo em concentracdes baixas na ordem ng'L™ ou pg'L™. A alteragdo do
padréo de resisténcia é irreversivel e a seletividade natural favorece 0s microrganismos
com codigo genético resistente a antibiéticos (KUMMERER; HENNINGER, 2003).
Isso tem sido um problema, uma vez que a transferéncia desta resisténcia entre cepas
resistentes e sensiveis é de propagacdo rapida e provoca a ineficacia de um antibidtico
na terapia medicamentosa, surgindo necessidade constante da descoberta de novos
antibacterianos (MACLEAN et al.; 2010). A presenga de vestigios de farmacos e outros
xenobidticos na &gua de abastecimento causa preocupacdo, uma vez que S30
desconhecidos os potenciais efeitos cronicos associados a ingestdo em longo prazo
destes compostos, mesmo em quantidades pequenas (STACKELBERG et al., 2004).

Conforme as Resolugbes CONAMA 357/2005 (BRASIL, 2005), CONAMA
430/2011 (BRASIL, 2011a) e a Portaria 2914/2011 do Ministério da Salde (BRASIL,
2011Db), a legislagdo brasileira ainda ndo contempla padrées de langcamento destes
compostos nos corpos receptores ou concentragdes de antibiéticos em corpos hidricos,
necessitando de pesquisas acerca deste tema sobre os efeitos deletérios causados no
meio ambiente (BRASIL, 2005, 2011a, 2011b). Os tratamentos de efluentes baseados
na degradacdo biolégica como os lodos ativados e as lagoas de estabilizagdo s&o
ineficazes na remocéo segura destes compostos (LONGHIN, 2008), uma vez que 0s
farmacos possuem baixa biodegradabilidade, sdo recalcitrantes e persistentes no meio
ambiente (KUMMERER, 2008), causando 0 aparecimento de genes de resisténcia nos
microrganismos, deste modo surge a necessidade de tratamentos adicionais capazes de
eliminar ou inativar esses compostos (LONGHIN, 2008). Diante do exposto, a pesquisa
de novas tecnologias capazes de efetivamente tratar estes compostos é imprescindivel.
Esta pesquisa se justifica por ndo existirem atualmente estudos com uso do reator de

carbonizacdo hidrotermal na decomposicéo de antibioticos.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a eficiéncia da reagdo de decomposicdo hidrotermal dos antibioticos
ampicilina, enrofloxacina, oxitetraciclina, sulfaquinoxalina e tilosina para uma futura

aplicacdo em tratamento de &gua e efluentes.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar as condi¢des mais favorveis de temperatura, pressédo, catalisador
e tempo reacional de um sistema de carbonizagdo hidrotermal no abatimento
dos antibioticos ampicilina, enrofloxacina, oxitetraciclina, sulfaquinoxalina e

tilosina;

e Adaptar métodos analiticos para quantificacdo dos antibidticos ampicilina,

enrofloxacina, oxitetraciclina, sulfaquinoxalina e tilosina em fase liquida;

e Avaliar a decomposicdo hidrotermal dos antibidticos ampicilina,
enrofloxacina, oxitetraciclina, sulfaquinoxalina e tilosina mediante a

realizacdo de antibiogramas;

e Avaliar a fitotoxicidade por meio do teste de germinagcdo de sementes de
cebola (Allium cepa) exposta aos produtos gerados apds tratamento dos
antibidticos ampicilina, enrofloxacina, oxitetraciclina, sulfaquinoxalina e

tilosina com o reator de carbonizagéo hidrotermal.
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4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 DEFINICAO DE ANTIBIOTICOS

Antibidticos sdo compostos quimicos capazes de matar ou suprimir o
crescimento de outros microrganismos. Eles sdo naturalmente produzidos por
microrganismos como fungos (por exemplo: penicilina) e bactérias (por exemplo:
tetraciclina e eritromicina), ou podem ser produzidos de forma sintética (por exemplo:
sulfonamidas e fluorogquinolonas) ou semi-sintética (por exemplo: amoxicilina,
claritromicina e doxiciclina). Os antimicrobianos diferem-se bastante quanto as suas
propriedades fisico-quimicas, farmacoldgicas, espectro bacteriano e mecanismo de agéo
(BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012; GUARDABASSI; KRUSE, 2010).

4.2 CLASSIFICACAO DOS ANTIBIOTICOS

Em niveis terapéuticos, os antibacterianos podem ser classificados em
bactericidas ou bacteriostaticos. Os agentes bacteriostaticos inibem o crescimento do
microrganismo, permitindo que o sistema imunoldgico do hospedeiro elimine a
infeccdo. Se esse tipo de agente terapéutico ndo € mantido em concentracdo efetiva nos
tecidos, pode ocorrer a dissociagdo do complexo droga-estrutura celular, o que permite a
sobrevivéncia da bactéria. Os agentes bactericidas causam lesdo irrepardvel e a morte do
microrganismo ao se ligar irreversivelmente as estruturas alvo. Em altas concentragoes,
0s agentes bacteriostaticos podem se tornar bactericidas. Os antibacterianos podem
inibir a sintese da parede celular ou de &cidos nucléicos (QUINN et al., 2005). As
principais classes de antibacterianos e seus mecanismos de agdo encontram-se no
Quadro 01.
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Quadro 01: Classificacao dos antibidticos quanto ao mecanismo de atuacéo.

Antimicrobiano Mecanismo de Acédo Efeito
Beta-lactamicos: Inibem a sintese da parede celular. Bactericida
Amoxicilina

Ampicilina

Polipeptideos: Inibem a fungéo da membrana celular. Bactericida
Colistina

Polimixina

Nitrofuranos: Inibem a sintese protéica. Bactericida
Nitrofurantoina

Aminoglicosideos: Inibem a sintese protéica. Blogueia a Bactericida

Estreptomicina
Gentamicina

Tetraciclinas:
Doxiciclina
Oxitetraciclina

Fenicois:
Cloranfenicol
Florfenicol

Lincosamidas:
Clindamicina
Lincomicina

Macrolideos:
Tilosina
Eritromicina

Quinolonas:
Ciprofloxacina
Enrofloxacina

Novobiocina:

Rifampicina:

Sulfonamidas:
Sulfametoxazol
Sulfaquinoxalina

Trimetoprima:

Nitroimidazoles:
Metronidazol

atividade ribossomal 30S.

Inibem a sintese protéica. Bloqueia a
atividade ribossomal 30S.

Inibem a sintese protéica. Bloqueia a
atividade ribossomal 50S.

Inibem a sintese protéica. Bloqueia a
atividade ribossomal 50S.

Inibem a sintese protéica. Bloqueia a
atividade ribossomal 50S.

Inibem a sintese do &cido nucléico pelo
bloqueio da DNA-girase.

Inibem a sintese do &cido nucléico pelo
bloqueio da DNA-girase.

Inibem a sintese do &cido nucléico pelo
bloqueio da DNA-polimerase DNA-
dirigida.

Inibem a sintese do &cido nucléico por
bloqueio competitivo da incorporacéo do
acido para-aminobenzoico (PABA) no
acido folico.

Inibem a sintese do &cido nucléico por
combinacdo com a enzima diidrofolato
redutase.

Causam o rompimento da estrutura do
DNA e inibem o reparo de DNA.

Bacteriostatico

Bacteriostatico

Bactericida ou
Bacteriostatico

Bacteriostatico

Bactericida

Bactericida ou
Bacteriostatico

Bacteriostatico

Bacteriostatico

Bacteriostatico

Bactericida

Fonte: Adaptado de Quinn et al. (2005).
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Os antibidticos de origem natural e seus derivados semi-sintéticos de interesse
clinico também podem ser classificados em: B-lactdmicos (penicilinas, cefalosporinas,
carbapeninas, oxapeninas e monobactamas), tetraciclinas, aminoglicosideos,
macrolideos, peptidicos ciclicos (glicopeptideos, lipodepsipeptideos), estreptograminas,
entre outros (lincosamidas, cloranfenicol, rifamicinas, etc). Os antibidticos de origem
sintética sdo classificados em sulfonamidas, fluoroquinolonas e oxazolidinonas
(GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010). Os modos e sitios de agdo dos
antibacterianos estéo indicados na Figura 01.

e T e S
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Figura 01: Modos e sitios de agéo dos antibacterianos.
Fonte: Quinn et al. (2005).

4.3 TETRACICLINAS

As tetraciclinas representam uma familia de substancias que possuem em comum um
esqueleto carbdnico composto por quatro anéis de seis membros linearmente fundidos,
denominados de A até D, formando o nucleo naftacénico. A Figura 02 mostra a
estrutura quimica basica das tetraciclinas, enquanto o Quadro 02 indica 0s grupos
funcionais que variam conforme a estrutura quimica. A clortetraciclina e a
oxitetraciclina sdo produzidas pelo Streptomyces aureofaciens e Streptomyces rimosus,
respectivamente. A tetraciclina pode ser obtida a partir do Streptomyces texasi ou por
hidrogenacdo catalitica da clortetraciclina. A demeclociclina é sintetizada a partir de

uma cepa de Spretomyces aureofaciens que sofreu mutacdo, enquanto a doxiciclina, a

%—, Inibicio da sintese

|
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minociclina e a metaciclina sdo derivados semi-sintéticos (AUTO; CONSTANT, 2008;
BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012).

OH a OH o]

R, R§ TOHH” "Rg H” "N(CHa)

Figura 02: Estrutura quimica bésica das tetraciclinas.
Fonte: Katzung, Masters e Trevor (2014).

Quadro 02: Grupos funcionais na estrutura quimica das tetraciclinas.

Antimicrobiano R7 R6 R5
Clortetraciclina —Cl —CH;, -H
Oxitetraciclina —Hr —CH; -OH

Tetraciclina -H —CH; —H
Demeclociclina —ClI -H -H
Metaciclina -H =CH," —OH
Doxiciclina -H —CH5" —OH
Minociclina —N(CHjs), -H —H

* N&o hd —OH na posicéo 6 na metaciclina e na doxiciclina.
Fonte: Adaptado de Katzung, Masters e Trevor (2014).

As tetraciclinas apresentam um amplo espectro de atividade antibacteriana: atuam
contra uma grande variedade de bactérias gram-negativas e gram-positivas aerobias e
anaerdbias, mostrando-se eficazes contra alguns microrganismos resistentes aos
antibioticos que inibem a sintese da parede celular como Rickettsia, Micoplasma
pneumoniae, Chlamydia spp., Plasmodium spp. e espiroquetas (Treponema pallidums,
Treponema pertenue, Borrelia recurentis, Borrelia burgdorferi), porém ndo sdo ativas
contra fungos. A resisténcia de uma cepa bacteriana a um dos membros da classe resulta
em resisténcia cruzada as todas as outras tetraciclinas (AUTO; CONSTANT, 2008;
BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012).

Segundo Auto e Constant (2008), atualmente as tetraciclinas s&o indicadas no
tratamento das seguintes infecgdes: colera, sifilis, uretrite por Chlamydia, cancro-mole,
brucelose, acne e profilaxia do tétano, entre outras. Constituem a classe de

antimicrobianos quantitativamente mais usados em animais, seguida por macrolideos,
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pleuromutilins ~ lincosamidas,  penicilinas,  sulfonamidas, = aminoglicosideos,
fluoroquinonas, cefalosporinas e fenicois (GUARDABASSI; KRUSE, 2010).

As tetraciclinas sdo antibiéticos bacteriostaticos, por isso inibem a sintese protéica
nas bactérias ao se unirem ao ribossomo 30S bacteriano, impedindo o acesso do
aminoacil-tRNA ao local aceptor (A) no complexo mRNA-ribossoma. As tetraciclinas
penetram nas células das bactérias gram-negativas por difusdo passiva, por meio dos
canais hidrofilicos formadas pelas proteinas porinas da membrana celular externa, e por
transporte ativo através de um sistema dependente de energia que bombeia as
tetraciclinas para toda a membrana citoplasmatica (BRUNTON; CHABNER,;
KNOLLMANN, 2012). O mecanismo de acdo das tetraciclinas esta ilustrado na Figura
03.

cadeia polipeptidica nascente
local P local A

53l <L
@ @ O@
dire¢do da tradugao

do mBNA

local da

transferase
subunidades
ribossdmicas modelo
de mRNA

ciclina

‘tﬁNA @ s
acido

Figura 03: Mecanismo de acéo das tetraciclinas.
Fonte: Brunton, Chabner e Knollman (2012).

O RNA - mensageiro (mMRNA) se liga a subunidade 30S do RNA ribossdmico da
bactéria. O local P (peptidil) da subunidade 50S do RNA ribossémico contém a cadeia
polipeptidica nascente; normalmente, o tRNA aminoacil o qual transporta 0 aminoéacido
(aa) ao ser adicionado a cadeia migra para o local A (aceptor), com emparelhamento da
base complementar entre a seqiiéncia de anticodons do tRNA e a sequiéncia de cddons
do mRNA. As tetraciclinas inibem a sintese protéica da bactéria ao se ligarem a
subunidade 30S, bloqueando a ligacdo do tRNA ao local A (BRUNTON; CHABNER,;
KNOLLMANN, 2012).
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4.3.1 Caracteristicas Fisico-Quimicas das Tetraciclinas

As tetraciclinas sdo compostos anfoteros com valores caracteristicos de pK, e
formam hidratos cristalinos e sais com acidos e bases. Os espectros destes antibiéticos
na regido do UV mostram fortes absorgdes em torno de 270 a 360 nm em solugdes
neutras e acidas, respectivamente, produzindo fluorescéncia com ions metélicos ou sob
condigBes bésicas. As tetraciclinas sdo solUveis em &cidos, bases, alcoois e solventes
organicos apolares, possuem baixa estabilidade sob condigdes fortemente alcalinas ou
acidas, formando epimeros reversiveis (MAIA; RATH; REYES, 2009).

As tetraciclinas possuem uma estrutura quimica muito peculiar (Figura 04) que
possibilita a formacéo de quelatos em vérias posi¢fes da molécula devido & existéncia
de varios grupos doadores (N, O). Os sitios de coordenacdo incluem os oxigénios em
C10-C12, o oxigénio endlico em C3 e os nitrogénios em C4 e no grupo amida do anel
A. A oxitetraciclina possui trés prétons dissociaveis, um no grupo enol em C3, outro no
sistema ceto-fen6lico em C10-C12 e outro no grupo dimetilamoénio em C4, com valores
de pKa 3,22, 7,46 e 8,94, respectivamente (CHARTONE-SOUZA et al., 2005,
DUARTE et al., 1999; PEREIRA-MAIA et al., 2010).

Figura 04: Oxitetraciclina totalmente protonada.
Fonte: Adaptado de Duarte et al., 1999.

As tetraciclinas formam complexos quelatos com cations metalicos produzindo
complexos insoliveis e a incompatibilidade tem sido relatada com solugBes contendo
sais metéalicos (MAIA; RATH; REYES, 2009; MARTINDALE, 2009). Todas as
tetraciclinas formam quelatos estaveis com fons metalicos divalentes como Ca®* e Mg?*
porém, tém maior afinidade com cétions trivalentes como AI** com os quais formam

quelatos droga-metal, 3:1 (ATTWOOD; FLORENCE; ROTHSCHILD, 2003).
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Ha uma variagdo na solubilidade dos sais e derivados de fa&rmacos. O aumento
da solubilidade na formacéo do cloreto é explicado pela diminuicdo do pH da solugéo
provocada pelo ion cloreto (Quadro 03). O efeito ion comum, porém, pode produzir
uma diminuicdo da solubilidade em solucbes com altas concentracbes de acido
cloridrico devido ao deslocamento do equilibrio da reacdo para a esquerda (Equagéo 1).
Em é&cido cloridrico diluido, com pH 1,2, a tetraciclina livre se dissolve mais do que o
seu cloreto devido a diferengas de cristalinidade. A quantidade de base decresce com o
tempo, enquanto a tetraciclina é convertida em seu cloreto. Em pH 1,6, a velocidade de
dissolucao das duas formas é idéntica, e com pH 2,1 o cloreto é mais soltvel devido ao
seu efeito no pH em éreas ao redor das particulas em dissolucdo (ATTWOOD;
FLORENCE; ROTHSCHILD, 2003).

Quadro 03: Solubilidade dos sais da tetraciclina.

Compostos Solubilidade em &gua (gL™)
Tetraciclina 1,7

Cloreto de tetraciclina 10,9

Fosfato de tetraciclina 15,9

Fonte: Adaptado de Attwood, Florence e Rothschild (2003).

b, (ol S S
BH*CI ey = (BH }aq+([-] :’m;

Fonte: Attwood, Florence e Rothschild (2003).

A oxitetraciclina apresenta alta solubilidade em &gua, dissolve-se em acidos
diluidos e solugdes alcalinas. Uma suspenséo a 1% (p/v) de oxitetraciclina em &gua tem
um pH de 4,5 a 7,5. A oxitetraciclina decompde-se a temperaturas superiores a 180°C e
quando exposta & luz solar intensa ou temperaturas superiores a 90°C, na presenca de
umidade, pode escurecer. Esse antibidtico tem sua poténcia diminuida em solugdes com
pH inferior a 2, sendo rapidamente destruido pelas solu¢des de hidroxidos de metais
alcalinos (MARTINDALE, 2009). As principais caracteristicas fisico-quimicas das
tetraciclinas e do antimicrobiano oxitetraciclina podem ser observadas nos Quadros 04 e

05, respectivamente.

(1)
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Quadro 04: Caracteristicas fisico-quimicas da oxitetraciclina
Oxitetraciclina

Caracteristicas
N/

g
E
Ll

Estrutura Molecular

i

Férmula Molecular C22H24N20g
Nome IUPAC (4S,4aR,55,5aR,6S,12aS)-4-(Dimethylamino)-
3,5,6,10,12,12a-hexahydroxy-6-methyl-1,11-dioxo-
1,4,4a,5,5a,6,11,12a-octahydro-2-tetracenecarboxamide
Massa Molar 359,3947 gmol™*
Densidade 1.645 gcm’
Ponto de Ebuligéo 817.08°C a 1 bar.
Ponto de Fuséo 183°C
Solubilidade
(Estimada pelo Log 1,4¢9-L"
Kow)
Namero CAS 79-57-2
Namero ChemSpider 10482174
Solubilidade Alta solubilidade em &gua, soluvel em propilenoglicol
Moderadamente solGvel em alcool etilico e metilico

Aparéncia

Praticamente insoltvel em éter e cloroférmio.
P6 cristalino amarelo.

Fonte: Adaptado de Chemical Abstracts Service (2014) e Chemspider (2014).

Quadro 05: Propriedades fisico-quimicas das tetraciclinas a 25°C.
. Solubilidade em  Pressdo de Massa Molar
Antibiotico pK, Log L L
" agua (gL™) Vapor (Pa) (gmol™)
ow

Clortetraciclina  3,33;7,55;9,33  -0,41 0,6 2,09x10%° 478,9
Oxitetraciclina ~ 3,22;7,46;8.94  -1,22 1,0 8,36x10% 460,4
Tetraciclina 3,32;7,78;958  -1,19 1,7 7,76x10% 444,4

Fonte: Adaptado de Sarmah, Meyer e Boxall (2006) e O’Connor e Aga (2007).
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4.4 QUINOLONAS

As quinolonas sd um grupo de agentes antibacterianos sintéticos
estruturalmente analogos ao &cido nalidixico (&cido 1-etil-1,4-dihidro-7-metil-4-oxo-
1,8-naftiridina-3-carboxilico) e compreendem o0s &cidos quinolino-carboxilicos,
carboxiquinolonas e 4-quinolonas. As 4-quinolonas, as quais possuem um &cido
carboxilico na posicdo 3 da estrutura do anel primério, correspondem a compostos com
um esqueleto comum formado por 4-oxo-1,4-dihidroquinolina. As fluoroquinolonas
mais recentes contém fllor na posicdo 6 e muitos ainda possuem uma piperazina na
posicdo 7. A Figura 05 demonstra a estrutura quimica bésica das quinolonas, enquanto o
Quadro 06 indica os grupos funcionais que variam conforme a estrutura quimica
(BRUNTON et al, 2008; BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012;
MARTINDALE, 2009).

Modificagdes na estrutura do &cido nalidixico produziram, por exemplo, o acido
oxolinico, cinoxacina e rosoxacina, 0s quais apresentam maior atividade in vitro contra
bactérias gram-negativas e gram-positivas. Porém, as adi¢des do radical piperazinil na
posicdo 7 e um atomo de fldor na posi¢do 6 produziram um grupo de fluoroquinolonas
com um espectro de atividade mais amplo com relacdo ao A&cido nalidixico e
propriedades farmacocinéticas mais adequadas ao tratamento de infec¢des sistémicas
(AUTO; CONSTANT, 2008; MARTINDALE, 2009).

As quinolonas podem ser classificadas conforme a atividade microbioldgica e as
propriedades farmacocinéticas em primeira, segunda, terceira, quarta ou quinta geracao.
Na primeira geracéo estdo incluidas as quinolonas ndo-fluoradas como a cinoxacina e 0s
acidos nalidixico, pipemidico e oxolinico. As concentragdes inibitorias para estes
antibioticos s6 podem ser alcangadas na urina e nas fezes, devido a isso sdo utilizadas
para tratamento de infec¢Oes urindrias e intestinais (como a shigelose). As quinolonas
apresentam atividade bactericida contra organismos gram-negativos, porém sdo pouco
eficazes contra Pseudomonas, estafilococos e bactérias gram-positivas (MACHADO,;
BARROS, 2008; MARTINDALE, 2009).

Figura 05: Estrutura quimica bésica da quinolonas.
Fonte: Brunton et al. (2008).



Quadro 06: Grupos funcionais na estrutura das quinolonas.
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Antimicrobiano R1 R6 R7 X
Acido nalidixico —C,H, —H —CH, —N—
. / \
Norfloxacino —C_H, —F —N NH —CH—
Ciprofloxacino —g\‘l —F —N NH —CH—
Ofloxacino | \‘/ —F —N\ NH—CH;5 —CH—
(X)  (N1)
CH;
/ :: F
Esparfloxacino —a:’<| —F —N ;’N H |
LY _G_
CH;
: / Y F
Fleroxacino —CH,—CH—F _—F —N NH—CHs; |
L3 / _G_
! b
Pefloxacino —C,H, —F —N NH—CH; —CH—
G/”“‘ GHS .r"(—\ g U1 ,CHE
Levofloxacino | \‘/ —F —N\ NH—CHg; TQ H
(X)  (N1) (N1)
5 N o OCHF,
Garenoxacino —< —H | |
h X ~ hH o
/S s NHz
Gemifloxacino — —F N —N—
-~ N

Fonte: Adaptado de Brunton et al. (2008).

A segunda geracdo das quinolonas abrange apenas a norfloxacina. Neste

antibiotico, a presenga de um &omo de fllor acentua a acdo bactericida contra

organismos gram-negativos, incluindo P. aeruginosa, e cocos gram-positivos. A terceira

geracao € composta por ciprofloxacina, pefloxacina, ofloxacina e lomefloxacina. Esses

compostos atingem concentragdes elevadas intra e extracelulares na maioria dos tecidos,

possuindo maior espectro de agéo ao agir contra gram-negativos e gram-positivos néo

alcancados pela norfloxacina. A quarta geracdo das quinolonas abrange a levofloxacina
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(isomero da ofloxacina) e a gatifloxacina. A levofloxacina e a ofloxacina tém maior
espectro de a¢do quando comparadas com as quinolonas das geragdes anteriores, sendo
muito ativas contra estreptococos, pneumococos, Mycoplasma, Chlamydia e
Ureaplasma. Na quinta geracdo das quinolonas estdo incluidas a moxifloxacina e a
gemifloxacina. Esses antibiticos caracterizam-se pela acdo potente contra bactérias
anaerdbias e espectro bactericida mais amplo em relagdo a quarta geracdo das
quinolonas. A moxifloxacina tem baixa atividade contra P. aeruginosa, mas € bastante
ativa contra cocos gram-positivos. A gemifloxacina apresenta boa atividade contra P.
aeruginosa, cocos gram-positivos e bactérias anaerdbias (MACHADO; BARROS,
2008).

As quinolonas sdo potentes bactericidas contra uma ampla variedade de micro-
organismos gram-negativos e gram-positivos, como Escherichia coli, varias espécies de
Salmonella, Shigella, Enterobacter, Campylobacter e Neisseria. As concentrages
inibitorias minimas das fluoroquinolonas para 90% dessas cepas (ClIMgo) s&o inferiores
a 0,2 ngmL™. O ciprofloxacino apresenta uma maior atividade contra Pseudomonas
aeruginosa em relacdo ao norfloxacino, tendo os valores de CIMg, para estes
antibioticos variando entre 0,5 e 6,0 pgmL™. As fluoroquinolonas ainda apresentam boa
atividade contra Staphylococcus, porém ndo sdo efetivas contra cepas resistentes a
meticilina (CIMgo = 0,1 — 2,0 pgmL™). A atividade contra estreptococos se limita a um
grupo de quinolonas, incluindo levofloxacina, gatifloxacina e moxifloxacina. Varias
bactérias intracelulares sdo inibidas por fluoroguinolonas, sendo elas: Chlamydia,
Mycoplasma, Legionella, Brucella e Mycobacterium (incluindo Mycobacterium
tuberculosis). A ciprofloxacino, ofloxacino, pefloxacino e esparfloxacino apresentam
valores de CIMg, variando entre 0,5-3,0 ugmL™ para Mycobacterium fortuitum, M.
kansasii e M. tuberculosi (BRUNTON et al., 2008; BRUNTON; CHABNER,;
KNOLLMANN, 2012).

As quinolonas bloqueiam a sintese do DNA bacteriano pela inibicdo de duas
enzimas: DNA girase (topoisomerase Il) e topoisomerase 1V. A inibi¢do da acdo das
subunidades A da DNA girase, enzima responsavel pela divisdo da dupla cadeia do
DNA cromossomico e pelo espiralamento da nova cadeia formada, impede o
relaxamento da DNA super enrolado de forma positiva e a introducdo continua de
super-espirais negativas no DNA, atividades essenciais a transcricdo e replicagdo
normais, induzindo a sintese descontrolada de RNA mensageiro, o que resulta na

degradagdo cromossdmica e na consequiente morte celular. A inibi¢do da topoisomerase
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IV interfere na separacdo das moléculas-filhas de DNA interligadas (encadeadas), que
séo o produto de replicacdo do DNA, durante a divisdo celular. O mecanismo de agéo
das quinolonas estd demonstrado na Figura 06 (BRUNTON et al., 2008; BRUNTON;
CHABNER; KNOLLMANN, 2012; KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2014).

Fechamento da

Estabiliza o né Ruptura do . AiElins emaric
positivo (+) segmento posterior da franta =)

) ) )

Figura 06: Mecanismo de agdo das quinolonas.
Fonte: Adaptado de Brunton et al. (2008) e Brunton, Chabner e Knollman (2012).

A enzima liga-se a dois segmentos de DNA (1), criando um n6 de super-hélice
positiva (+). Em seguida, a enzima introduz uma ruptura de duplo filamento no DNA e
passa em frente do segmento por meio da ruptura (2). Posteriormente, a ruptura é selada
(3), criando uma super-espiral negativa (-) (BRUNTON et al., 2008; BRUNTON;
CHABNER; KNOLLMANN, 2012).

As fluoroquinolonas sdo metabolizadas no figado, onde o nivel de
biotransformagdo depende do composto e da espécie quimica. Em geral, ocorrem
reacOes de hidroxilagdo e oxidagéo, transformando-as em oxo-quinolonas, as quais s&o
posteriormente submetidas a reacOes de fase 2, que consistem em conjugacgéo com &cido
glucurdnico. Os glucurono-conjugados sintetizados sdo excretados na urina e bile,
sendo que algumas fluoroquinolonas passam pela circulagdo entero-hepética, apos a
conjugacdo de beta-glucoronidase nos conjugados. Alguns metabolitos tém atividade
antimicrobiana, assim a enrofloxacina torna-se a ciprofloxacina (Figura 07), a qual é
utilizada tanto na medicina humana quanto na veterinaria. A conversdo de enrofloxacina
para a ciprofloxacina ocorre nos organismos de cées e raramente em cavalos e aves
(LOPEZ, 2007).
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; HN"F\\
OH I'!. |
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Enrofloxacina Ciprofloxacina
Figura 07: Bioconverséo da enrofloxacina para ciprofloxacina.
Fonte: Lopez (2007).
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4.4.1 Caracteristicas fisico-quimicas das quinolonas

A relagdo estrutura-atividade dos diferentes substituintes no farmacoforo,
estrutura genérica das quinolonas, estdo representados na Figura 08.

Substituintes pouco
vohmmosos, como metla e
amina aumentam a atividade

contra G~
Substituintes que atraem R/ 0
densidade eletronica 5
aumentam a atividade 2.3
antibacteriana. Ry COOH
N H
R;
Kedniocdes, |
com 5, 6 ou 7 lados. R, R, - influencia a poténcia do composto
Aumento da poténcia / Grupos volumosos aumentam a
e absorgéo oral atividade contra G e G~

Atomo de Fhior ou Cloro.
Importante para acio
contra anaerobios,
Figura 08: Relagdo estrutura-atividade dos diferentes substituintes no farmacéforo da
Quinolona.
Fonte: Salvador (2012).

Os grupos coplanares do carbonil (C=0) nas posi¢des 3 e 4 sdo 0s responsaveis
pela atividade antimicrobiana das fluoroquinolonas. O atomo de fltor na posi¢édo 6 é
ativo contra as bactérias gram-negativas e estende o espectro de acdo contra as gram-
positivas. O anel piperazinico na posicdo 7 intensifica a atividade antimicrobiana,
especialmente para as Pseudomonas. O grupo etil ligado ao anel piperazinico aumenta a
capacidade de absor¢éo pelos tecidos (BARROS et al., 1996). Conforme Lizondo et al.
(1997), as constantes de dissociacdo de um farmaco definem o estado de ionizacdo em
diferentes valores de pH. Isto é muito importante uma vez que a habilidade da
fluorquinolona de ser absorvida pelo trato gastrintestinal ou por meio de membrana
bioldgica é determinada pela fracdo da quinolona e em particular pelo estado ibnico. As

analises mostraram pkalz 594 £ 0,09 e pka2 = 8,70 £ 0,44. Estes valores correspondem

ao grupo acido carboxilico na posicdo 3 e ao grupo piperazinil na posicdo 7. De modo

geral para as fluoroquinolonas, o pKa correspondente ao grupo carboxilico esta ao redor
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de 6,0 = 0,3 sendo relativamente independente da substitui¢éo na posi¢édo 7 (LIZONDO
et al., 1997). O equilibrio de ionizacdo da enrofloxacina esta representado na Figura 09

e é apropriado para outras fluoroquinolonas com piperazinila em sua estrutura.

H /\Kjﬁr m,c;&:@'mg %@Qﬁrf

Figura 09: Estruturas e equilibrio de ionizac&o da enrofloxacina.
Fonte: Turiel et al. (2003).

CH;CH;

A enrofloxacina (1-ciclopropil-7-(4-etil-1-piperazinil)-6-fluoro-1,4-dihidro-4-
0x0-3-4cido quinolinico carboxilico) é uma 6-fluoroquinolona sintética (Figura 10a). A
enrofloxacina difere da ciprofloxacina apenas (Figura 10b) pela presenca de um grupo
etil em vez de um atomo de hidrogénio na posicdo para no anel piperazinico. A estrutura
do nucleo ¢é idéntica ao acido nalidixico (Figura 10c). Devido as mudancas graduais na
estrutura basica da molécula da enrofloxacina, as propriedades farmacocinéticas e
antimicrobianas foram melhoradas (VALGAS, 2005).

(@) (b) ()
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HiC._ _N_ _N
| |
mm me LU,
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Enrofloxacina Ciprofloxacina Acido Nalidixico

Chy

Figura 10: Semelhanca entre as estruturas dos antimicrobianos enrofloxacina (10a),
ciprofloxacina (10b) e &cido nalidixico (10c).
Fonte: Adaptado de Martindale (2009).

A enrofloxacina é um 4&cido carboxilico quinoleinico, cuja massa molar €

359,40 gmol™®, com férmula molecular C,H,, FN,O,, que apresenta cor amarela

cristalina palida com um grau elevado de pureza. Em solucédo aquosa com pH 7, a
enrofloxacina é ligeiramente solivel. Entretanto, por conter grupos éacidos e baésicos,
este antibidtico pode ser identificado na solugdo quando os valores de pH séo alcalinos
ou &cidos. Deste modo a absorgdo méxima no espectro UV-Vis desta molécula em pH

neutro é de 276 a 318 nm, com absortividades molares de 58.500 e 17500,
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respectivamente (LIZONDO et al., 1997). A Figura 11 mostra o espectro de absorgéo no

UV da enrofloxacina em quatro diferentes valores de pH.
0.8
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Figura 11: Espectro de absorgdo no UV da enrofloxacina em quatro diferentes valores
de pH.

Fonte: LIZONDO et al. (1997).

A enrofloxacina pode ser encontrada em quatro formas dependentes do pH,
como cétion acido (C); espécie neutra ndo-ionizada (N); um intermediario zwiteriénico
(2) e como um ion bésico (A). Isso pode ser observado na Figura 12 (VALGAS, 2005).

1.2
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Figura 12: Distribuicdo das quatro possiveis espécies da enrofloxacina: cation acidico
(C); espécie neutra ndo-ionizada (N); intermediario zwitterion (Z) e ion basico (A).
Fonte: LIZONDO et al. (1997).



35

As fragBes das quatro possiveis formas da enrofloxacina podem variar em
funcdo do pH. Na solugdo, as espécies catidnica e anibnica se aproximam da
concentracdo total da enrofloxacina em valores de pH elevados e baixos,
respectivamente, e a espécie neutra alcanca uma concentracdo méxima no pH
isoelétrico. A constante dissociacdo para o cido carboxilico € maior do que para a
amina, a forma neutra é principalmente o zwitterion. As espécies neutras sem cargas
estdo em proporgdes extremamente baixas (VALGAS, 2005). A solubilidade também
foi determinada por Lizondo et al. (1997) em amostras a 25°C por 48 horas, e variou de
pH 5,05 a 8,83. A Figura 13 mostra o perfil pH-solubilidade da enrofloxacina, onde
existe uma zona de baixa solubilidade na proximidade do ponto isoelétrico. A

solubilidade méxima foi encontrada em pH 5,02 (LIZONDO et al., 1997).
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pH
Figura 13: Perfil de solubilidade x pH da concentracéo de enrofloxacina.
Fonte: Lizondo et al. (1997).

4.5 SULFONAMIDAS

As sulfonamidas sdo um grupo de antibioticos sintéticos e andlogos estruturais do
acido p-aminobenzdico (PABA). A maioria destes compostos é insolivel em &gua,
porém os sais de sodio das sulfonamidas sdo bem sollveis em agua. A acdo bactericida
se deve ao grupo sulfanilamida, tendo uma importante caracteristica de o enxofre estar
ligado diretamente ao anel benzeno. (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012).
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Compostos com diferentes caracteristicas farmacoldgicas e propriedades antibacterianas
séo produzidos quando diferentes substituintes sdo ligados ao grupo amido (-SO2-NH-
R) ou amino (-NH,). A Figura 14 demonstra as formulas bésicas das sulfonamidas
(KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2014).

50,NH, COOH
b,
e
NHQ NH2
Sulfanilamida Acido p-aminobenzdico
S0,NH — SO,NH
N| !
\)
|
NHE NHE
Sulfadiazina Sulfisoxazol

S0,NH

MH, NHCO

Sulfametoxazol

Sulfatalidina
(ftalilsulfatiazol)

Figura 14: Estrutura de algumas sulfonamidas e do acido p-aminobenzdico.
Fonte: Adaptado de KATZUNG, Masters e Trevor (2014).

As sulfonamidas inibem a di-hidropteroato sintetase e a produgdo do folato. As
sulfonamidas atuam contra bactérias gram-positivas e gram-negativas como: Chlamydia
trachomatis, Nocardia sp., algumas entéricas (Salmonella, Escherichia coli, Shigella,
Klebsiella pneumoniae, Enterobacter sp.) e alguns protozodrios. No entanto, as
riquétsias ndo sdo inibidas, porém tém seu crescimento estimulado (KATZUNG;
MASTERS; TREVOR, 2014). De acordo com Tavares (2009), 0s micro-organismos

Paracoccidioides brasiliensi, Toxoplama gondii e lIsospora beli sdo sensiveis as
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sulfonamidas. A Figura 15 representa 0 mecanismo de acdo das sulfonamidas e da
trimetoprima.

As sulfonamidas tem pouco efeito sobre bactérias aerdbias. Pseudomonas
aeruginosa apresenta resisténcia intrinseca as sulfonamidas (KATZUNG; MASTERS;
TREVOR, 2014). O uso clinico dessa classe de antimicrobianos tem diminuido devido
ao surgimento crescente de cepas resistentes. (BRUNTON; CHABNER,;
KNOLLMANN, 2012; MARTINDALE, 2007). Muitas espécies, antes sensiveis como
meningococos, estreptococos, pneumococos, estafilococos e gonococos, se tornaram
resistentes as sulfonamidas. Devido a isso, as sulfonamidas sdo pouco utilizadas como
agentes isolados (KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2014).

Acido p-aminobenzoico

Sulfonamidas

: {competem
sintetase com o PABA)

Di-hidropteroato

v
Acido di-hidrofélico

redutase

Y
Acido tetra-hidrofélico

|

Purinas
DNA

Figura 15: Mecanismo de agdo das sulfonamidas e da trimetoprima.
Fonte: KATZUNG, Masters e Trevor (2014).

O uso concomitante de uma sulfonamida com um inibidor da di-hidrofolato
redutase (trimetroprima ou pirimetamina) resulta em um efeito sinérgico,
potencializando a acdo devido a inibicdo sequencial da sintese do folato (Figura 15)
(BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012; KATZUNG; MASTERS; TREVOR,
2014). A associacdo sulfametoxazol-trimetroprima, denominada cotrimoxazol, é
indicada no tratamento de infecbes como pneumonia por Pneumocystis jiroveci,

toxoplasmose, nocardiose e outras infecgdes bacterianas. A sulfassalazina, a qual é
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pouco absorvida pelo trato gastrointestinal, € indicada para tratamento da colite
ulcerativa, doenca de Crohn (RANG et al., 2012), enterite e outras doencas
inflamatorias intestinais. A sulfadiazina combinada com pirimetamina constitui a
primeira escolha no tratamento da toxoplasmose. A combinagdo sulfadoxina-
pirimetamina é indicada como medicamento de segunda escolha no tratamento de
malaria nos Estados Unidos. O sulfissoxazol e o sulfametoxazol sdo ainda empregados
no tratamento de infeccdes urinarias (KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2014).

A resisténcia as sulfonamidas € originada por mutacéo e selecdo aleatdria ou por
transferéncia do plasmideo de resisténcia. Porém, a resisténcia a essa classe de
antimicrobianos n&o resulta em resisténcia cruzada a outras classes de antimicrobianos
(BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012).

As sulfonamidas sdo o tratamento de eleicdo da coccidiose em pequenos
animais, sendo também muito indicadas no tratamento da coccidiose em grandes
animais. As sulfonamidas sdo bem eficientes com os estados esquizontes dos coccidios,
porém um tratamento prolongado se faz necessério para que o medicamento bloqueie
eficazmente o ciclo de vida. As sulfas tm desempenho aceitavel em trés categorias: a
solubilidade é adequada, sdo administradas uma ou duas vezes por dia na ra¢do ou na
agua e apresentam espectro de acdo amplo (BOWMAN, 2010).

A sulfaquinoxalina tem seu uso aprovado para controle e tratamento de
coccidios em aves (perus, frangos) e na pecuaria (ovinos, bovinos) (BOWMAN, 2010).
Esse antibidtico também ¢ indicado no tratamento e prevengdo da coccidiose, tifo e
colera aguda em péassaros (ANDRADE, 2004). A sulfaguinoxalina, bem como a
sulfametazina e a sulfadimetoxina, sdo utilizadas no tratamento da coccidiose clinica em
bezerros, causada por Eimeria bovis e por Eimeria zuernii. A sulfametazina é
administrada oralmente em uma dosagem de 140 mg /g dia durante 3 dias e a
sulfaguinoxalina em uma dose de 13,2 mg /kg/dia por 3 a 5 dias. A sulfaquinoxalina, no
controle da coccidiose em ovinos, deve ser administrada na agua dos animais
((BOWMAN, 2010).

4.5.1 Caracteristica Fisico-quimicas das Sulfonamidas
As sulfonamidas sdo derivados do acido p-aminobenzoico (Figura 16) e

consistem de um anel benzeno, um radical amina (-NH;) e um grupo sulfonamida (-
SO2NH-).
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Figura 16: Formulas estruturais da sulfanilamida (precursora das sulfas) e do &cido p-
aminobenzdico.
Fonte: Ruy (2010).

As sulfonamidas se apresentam como pés inodoros de coloragdo branca ou
fracamente coloridos, relativamente insoliveis em agua e anfotéricas com grupos
funcionaisn aceptores e doadores de elétrons. Se caracterizam por apresentarem dois
valores de pK,, indicando a protonacdo do grupo amina em valores de pHde 2 a3 e
desprotonacdo do grupo R1SO;NHR; em valores de pH de 5 a 11. (INGERSLEV;
HALLING- S@RENSEN, 2000; THIELE-BRUHN, 2003). Devido a isso, muitas
sulfonamidas tém ponto isoelétrico proximo do pH 4 (MARTINEZ; GOMEZ, 2001;
ORLANDO, 2011). Em geral, as sulfonamidas anfotéricas atuam como &cidos fracos e
formam sais na presenca de acidos ou bases fortes (Figura 17). (INGERSLEV;
HALLING- SORENSEN, 2000; THIELE-BRUHN, 2003).

®
(A) NH4 (B) NH, (C) NH,
Ka'l an
-_—— _—
0=|=0 == 0=8=0
NHR NHR NR

©
Figura 17: Equilibrio de dissociag&o das sulfonamidas em sua forma catidnica (A),

neutra (B) e anibnica (C).
Fonte: Orlando (2011).

Embora as sulfonamidas sejam anfoteéricas, elas geralmente se comportam como
acidos fracos na faixa de pH fisioldgico (entre 4,5-6,0). Deste modo se apresentam
como sais de sodio, os quais sdo mais sollveis com o aumento do pH. A solubilidade
das sulfonamidas pode variar na faixa de 0,1 - 8 gL™ (INGERSLEV; HALLING-
SORENSEN, 2000; SARMAH; MEYER; BOXALL, 2006).
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A maioria das sulfonamidas utilizada na medicina veterinaria tem pelo menos

duas funcBes nitrogenadas com a amida ligada ao enxofre (denominada N') e

desprotonada a um pH > 5,5-7. A amina ligada ao anel aromético é chamada N* e é

protonada a um pH 2,5. Devido a motivo, a maior parte das sulfonamidas € carregada

positivamente em condigdes acidas, neutras entre pH 2,5 e 6, e carregada negativamente
em condigdes alcalinas (HALLER et al., 2002; SARMAH; MEYER; BOXALL, 2006).

O Quadro 07 apresenta as propriedades fisico-quimicas da sulfaquinoxalina, enquanto o

Quadro 08 descreve as caracteristicas fisico-quimicas de algumas sulfonamidas.

Quadro 07: Caracteristicas fisico-quimicas da sulfaquinoxalina.

Caracteristicas

Sulfaquinoxalina

Estrutura Molecular

Férmula Molecular
Nome IUPAC
Massa Molar
Densidade

Ponto de Ebuligéo
Ponto de Fuséo
Solubilidade
(Estimada pelo Log
KOW)

Numero CAS
NUmero ChemSpider
Solubilidade

Aparéncia

Mat
oo
W ?‘N
jea e
0 =y
HaM

C14H11N4NaO,S
Sodium[(4-aminophenyl)sulfonyl](2-quinoxalinyl)azanide
322,3175 gmol™

1,491 gem™®

551,1°C a 1 bar.

287,1°C

0,45g-L*!

59-40-5

5147

Praticamente insolivel em &gua e éter, pouco solivel em
alcool metilico e etilico. Moderamente soltvel em acetona.

P4 de coloracéo amarela

Fonte: Adaptado de Chemical Abstracts Service (2014), Chemspider (2015) e

Martindale (2007).
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Quadro 08: Propriedades fisico-quimicas das sulfonamidas a 25°C.

Solubilidade  Pressao de

Massa Molar
Antibiotico pKa Log Kow em agua Vapor ( )
gmo
(mgL™) (mmHg)

Sulfanilamida 10,28; 2,54 -0,62 7500 7,32x10°® 172,2
Sulfacetamida 5,26; 1,94 -0,96 12500 3,32x10°® 214,2
Sulfametazina 1,22; 2,54 0,89 1500 6,82x107 278,3
Sulfadiazina 6,34; 2,54 -0,09 77 5,26x107 250,3
Sulfamerazina 6,92; 2,24 0,14 202 4,71x10° 264,3
Sulfapiridina 8,29; 2,74 0,35 270 4,14x10°® 249,3
Sulfatiazol 6,98; 2,54 0,05 373 3,24x10°® 255,3
Sulfametoxazol 5,45; 2,50 0,89 610 1,30x10° 253,3
Sulfaquinoxalina 6,00; 2,30 1,68 7,5 1,12x10% 322,3

Fonte: Adaptado de Chemspider (2014) e Martinez e Gomez (2001).

4.6 COMPOSTOS BETALACTAMICOS

Os compostos -lactdmicos compreendem as penicilinas, cefalosporinas,
monobactamicos, carbapenens e os inibidores das B-lactamases, 0s quais compartilnam
entre si semelhancas nas carateristicas quimicas, imunoldgicas, farmacoldgicas,
mecanismos de agdo e a estrutura quimica do anel lactdmico, composto de quatro
carbonos (KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2014). As penicilinas apresentam uma
estrutura basica composta de um anel tiazolidinico (A) ligado a um anel betalactdmico
(B), que por sua vez se liga a uma cadeia lateral, que se constitui de um grupo amino
secundario (R-NH-) (Figura 18). Vérios substituintes podem estar fixados ao grupo
amino (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMAN, 2012; KATZUNG; MASTERS;
TREVOR, 2014). A integridade estrutural do ndcleo do &cido 6-aminopenicilanico
(composto pelos anéis A e B) € o principal requisito para a atividade antibacteriana.
(BRUNTON; CHABNER; KNOLLMAN, 2012; KATZUNG; MASTERS; TREVOR,
2014).

A descoberta que tornou possivel a obtencéo do &cido 6-aminopenicilanico por
meio de culturas de Penicillium chrysogenum com a deplegdo dos precursores de cadeia
lateral, permitiu o desenvolvimento das penicilinas semissintéticas. Estas sdo obtidas

com uma amidase do Penicillium chrysogenum. Esta enzima cliva a ligagdo peptidica
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entre a cadeia lateral e o nicleo do &cido 6-aminopenicilanico. A transformacéo quimica
ou alteracdo bioldgica no ndcleo da penicilina confere a perda de toda a agdo
antimicrobiana. (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMAN, 2012).

Rk, -5
|L| CH—CH '\ f”
: B
ge——N &
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Figura 18: Estrutura quimica bésica das penicilinas.
Fonte: Katzung, Masters e Trevor (2014).

As cadeias laterais (substituintes do acido 6-aminopenicilanico) determinam
muitas propriedades farmacoldgicas e antibacterianas das moléculas resultantes
(BRUNTON; CHABNER; KNOLLMAN, 2012; KATZUNG; MASTERS; TREVOR,
2014). Algumas cadeiras laterais substituintes do ndcleo do &cido 6-aminopenicilanico
estdo representadas no Quadro 09.

Os compostos B-lactamicos sao a maior e mais prescrita classe de antibidticos
que impedem a sintese da parede celular bacteriana (GOLAN et al., 2009; QUINN et
al., 2005). A parede celular é uma camada rigida que envolve por completo a célula
bacteriana no lado externo de sua membrana citoplasmatica. A sua fungdo é manter o
formato e a integridade celular ao impedir a sua lise em virtude de alta pressdo osmotica
(KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2014). O peptidoglicano, componente
heteropolimero da parede celular, € uma rede polimérica tridimensional composta por
cadeias de glicano, as quais consistem de filamentos lineares de dois aminoagUcares
alternados (N-acetilglicosamina e é&cido N-acetilmurdmico) com ligagBes cruzadas
estabelecidas por cadeias peptidicas (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMAN, 2012;
GOLAN et al., 2009).

O anel lactdmico se liga de modo covalente & transpeptidase bacteriana,
formando um intermediério acil enzima e tornando a extremidade carboxi-terminal do
B-lactdmico impossivel de ser clivada do restante da molécula. Assim, a extremidade
aminoterminal do peptidio adjacente ndo pode atacar o intermediario acil enzima,
interrompendo a sintese do peptidoglicano. Isso ocorre porque o anel lactdmico € um
analogo estrutural do dipeptideo D-Ala-D-Ala do peptideo de Park, e assim, um

substrato para as enzimas transpeptidases bacterianas (GOLAN et al., 2009), estas
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responsaveis pela ligacdo cruzada das cadeias peptidicas conectadas ao esqueleto da
peptidoglicano. (RANG et al.,, 2012). Quando as células bacterianas estdo em
crescimento ativo, a inibicéo das transpeptidades resulta em autélise por autolisinas e a
consequente morte celular. Desta forma, os antibidticos p-lactdmicos sdo bactericidas
para as células em divisdo ativa (GOLAN et al., 2009).

Quadro 09: Cadeias laterais de algumas penicilinas.
Antimicrobiano

R
Penicilina G "\\L}flﬂlz—
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Fonte: Katzung, Masters e Trevor (2014).
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Apesar da importancia da inibicdo das transpeptidases, cefalosporinas e
penicilinas também inibem outras proteinas de ligacdo da penicilina (PBP). A inibicdo
das transpeptidases leva a formacéao de esferoblastos e a lise célular imediata. Porém, a
inibicdo de outras PBP leva a lise tardia ou a producdo de longas formas filamentosas
bacterianas. Desta forma, a acdo letal das penicilinas envolve processos liticos ou nao-
liticos. A quebra do equilibrio entre a montagem do peptidoglicano feita pela PBP e a
atividade de hidrolase do mucopeptideo pela penicilina ocasiona a autélise
(BRUNTON; CHABNER; KNOLLMAN, 2012). A Figura 19 apresenta 0 mecanismo

de acdo dos antimicrobianos beta-lactdmicos.
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Figura 19: Mecanismo de a¢do dos antibioticos p-lactamicos.
Fonte: Rang et al. (2012).

As penicilinas podem ser divididas em cinco grupos de acordo com 0 espectro
de atividade antimicrobiana:  penicilinas, penicilinas  antiestafilocdcicas,
aminopenicilinas, carboxipenicilinas e ureidopenicilinas (BRUNTON; CHABNER,;
KNOLLMAN, 2012):

a) O primeiro grupo das penicilinas incluem a penicilina G (administrada por via

intravenosa) e a penicilina V (administrada por via oral), as quais séo bastante ativas
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contra cepas sensiveis de cocos gram-positivos, gram-negativos e micro-organismos
anaerdbios que ndo produzem f-lactamases. No entanto, sdo pouco ativas contra
bastonetes gram-negativos e podem sofrer hidrolise pelas p-lactamases.
(BRUNTON; CHABNER; KNOLLMAN, 2012; KATZUNG; MASTERS;
TREVOR, 2014). A penicilina V (benzilpenicilina) é utilizada na prevencdo da
febre reumética recidivante, celulite estreptocdcica e em infeccOes aerdbicas-
anaerdbicas da cabeca e pescogo, como exemplo: abcessos dentérios. J& a penicilina
G (fenoximetilpenicilina) é utilizada no tratamento de infecgBes graves por bactérias
gram-positivas como pneumococo e Staphylococcus pyogenes, diplococos gram-
negativos, como algumas cepas de Neisseria, bacilos gram-positivos anaerdbios do
género Clostridium e espiroquetas, como Treponema pallidum e género Lesptospira
(GOLAN et al., 2009).

As penicilinas anti-esfilocécicas (meticilina, nafcilina, cloxacilina, oxacilina e
dicloxacilina) sdo resistentes a B-lactamases estafilocdcicas. As penicilinas séo
ativas contra estafilococos e estreptococos, mas sdo inativas contra bactérias
anaerobias, cocos, enterococos e bastonetes gram-negativos. (BRUNTON;
CHABNER; KNOLLMAN, 2012; KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2014). Séo
utilizadas no tratamento de infecgdes da pele e tecidos moles, sendo ativas contra
Staphylococcus epidermidis e cepas de Staphylococcus aureus sensiveis a
metilicina. O uso das penicilinas antiestafilocdcicas no tratamento de infecgdes por
Staphylococcus aureus tem sido limitado devido ao aparecimento de cepas de
SARM (Staphylococcus aureus resistentes a metilicina). (GOLAN et al., 2009;
KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2014).

As aminopenicilinas, como ampicilina, amoxicilina, bacampicilina e penicilinas
antipseudomonas, formam um grupo de antibidticos de amplo espectro que atuam
contra muitos cocos gram-positivos, cocos gram-negativos, como Neisseria
gonorrhoeae e N. meningitidis, bacilos gram-positivos, como Listeria
monocytogenes, bacilos gram-negativos, como Escherichia coli, Haemophilus
influenzae, Pseudomonas e Proteus mirabilis. Entretanto, sdo facilmente
hidrolisadas pela acéo das enzimas f-lactamases de espectro ampliado que séo cada
vez mais encontradas em isolados clinicos (BRUNTON; CHABNER;
KNOLLMAN, 2012; GOLAN et al., 2009; KATZUNG; MASTERS; TREVOR,
2014).
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d) As carboxipenicilinas incluem a carbenicilina e a ticarcilina. Possuem amplo
espectro de acdo, atuando contra Pseudomonas, Enterobacter e Proteus devido a sua
resisténcia s p-lactamases.

e) As ureidopenicilinas sdo representadas pela piperacilina, mezlocilina e azlocilina.
Possuem o espectro de acdo similar as carboxipenicilinas, embora sejam mais
potentes. Atuam contra enterococos, Klebsiella e outras bactérias gram-negativas
(BRUNTON; CHABNER; KNOLLMAN, 2012; GOLAN et al., 2009).

Mesmo que as penicilinas sejam antibidticos bastante eficientes e amplamente
utilizadas, podem ser desativadas por amidases e B-lactamases (penicilinases). Isso
constitui uma das mais importantes formas de resisténcia a essa classe de
antibacterianos. (RANG et al., 2012). As penicilinas associadas a outros antibidticos
(inibidores das p-lactamases), como é&cido clavulanico, sulbactam e tazobactam,
continuam sendo os fArmacos de primeira escolha para o tratamento de muitas infeccdes

(MARTINDALE, 2009; RANG et al., 2012).

4.6.1 Caracteristicas Fisico-Quimicas das Penicilinas

Todas as penicilinas possuem a mesma estrutura: um anel tiazolidinico a um
anel B-lactdmico ligado a um grupo amida. Isso permite concluir que pouca alteragdo é
possivel e limitada a cadeia lateral (Figura 20) (PATRICK, 2009).

Amida Estereoquimica Cis

— e 2
Anel -Lactamico COH

- J
Y

Sistema Biciclico

Figura 20: Estrutura das penicilinas.
Fonte: Adaptado de Patrick (2009).
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O sistema biciclico nas penicilinas consiste de um anel de quatro membros e
outro composto por cinco elementos. Tal conformagdo leva a penicilina a sofrer angulo
e tensdo torsional (Figura 21). A abertura do anel B-lactamico, responsavel pela
reatividade desses compostos sob condi¢Bes &cidas, permite o alivio da tensdo de
torcdo. Em virtude da ndo coplanaridade entre os dois anéis, a estabilizacdo da
carbonila da amida terciéria é impossivel no anel B-lactamico, tornando grupo carbonila
mais eletrofilico que o normal e sendo assim, é prontamente atacada por um nucledfilo
sob condices &cidas (Figura 22). A taxa de decomposicdo varia conforme o composto.
(ANDRADE; TROSSINI; FERREIRA, 2010; PATRICK, 2009; THOMAS, 2011). A
piperacilina é tdo instdvel sob pH &cido que necessita ser administrada por via
intravenosa, porque as condicOes acidas do estdmago poderiam reduzir a eficacia deste
farmaco. (THOMAS, 2011).

B-LACTAMICO

Me

Me

COH

Estrutura com anel dobrado Plana (incrivelmente tensa)

Figura 21: Tensdo na molécula dos compostos B-lactamicos.
Fonte: Adaptado de Patrick (2009).
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Figura 22: Reatividade das penicilinas em meio &cido.
Fonte: Thomas (2011).

A reatividade pode ser aumentada devido a presenca da cadeia lateral acila
(amida), causando o efeito do grupo vizinho. Este grupo reforca o carater eletronegativo
do oxigénio presente no grupo carbonila do anel lactamico, tornando o carbono do

grupo lactdmico mais susceptivel ao ataque nucletfilo (Figura 23) (THOMAS, 2011).
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Figura 23: Mecanismo do aumento da reatividade do grupo carbonila da lactama por um
grupo vizinho.
Fonte: Thomas (2011).

Penicilinas &cido-resistentes (Figura 24) foram produzidas por meio da
introducdo de um grupo retirador de elétrons no carbono alfa da cadeia lateral
(substituinte R), que por efeito indutivo ndo permite o rearranjo do anel. Contribuindo
assim para diminuir a influéncia do grupo vizinho e desta forma, reduz a reatividade do
grupo carbonila dos [B-lactdmicos. Foi deste modo que foram desenvolvidos a
ampicilina, amoxicilina e penicilina V (fenoximetil penicilina), as quais possuem o
grupo amino adjacente a carbonila da cadeia lateral (amida), a qual retira elétrons do
grupo amida vizinho e, desta forma, reduz o ataque ao anel B-lactamico (Figura 24)
(ANDRADE; TROSSINI; FERREIRA, 2010; THOMAS, 2011). A ampicilina é
moderadamente solGvel em &gua, dissolve-se em solucBes diluidas de &cidos e de
hidroxidos de metais alcalinos. Exibe polimorfismo. Uma solucéo a 1% de ampicilina
apresenta pH entre 3,5 e 6,0 (MARTINDALE, 2009).
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Figura 24: (a) A remoc&o de elétrons do grupo R diminui a capacidade dos elétrons do
grupo carbonila da ligagdo amida de influenciar o grupo carbonila do anel B-lactdmico.
(b) Exemplos de penicilinas de uso clinico com a retirada de elétrons do grupo R.
Fonte: Thomas (2011).
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As aminopenicilinas s8o geralmente estaveis em estado seco. Tal como outras
penicilinas, a estabilidade das aminopenicilinas é dependente do pH e da temperatura.
As aminopenicilinas sdo mais resistentes & hidrdlise catalisada por &cido e séo
geralmente estveis na presenca de secrecOes gastricas apds a administracdo oral.
Ampicilina em p6 sdo estaveis quando armazenadas em um sistema fechado com
umidade relativa entre 43% e 81% e temperatura ambiente durante seis semanas. A
ampicilina também é estdvel a 35°C em sistema fechado durante nove semanas
(PUBCHEM, 2015). As principais caracteristicas fisico-quimicas das penicilinas e da

Ampicilina podem ser observadas nos Quadros 10 e 11, respectivamente.

Quadro 10: Propriedades fisico-quimicas das penicilinas a 25°C.

Solubilidade
- Presséo de Massa Molar
Antibidtico pKa Log Kow Log K. em agua L
Vapor (mmHg) (gmol™)
(mgL™)
Amoxicilina 2,40 0,87 2,94 3433,0 4,69x10°Y 365,40
Ampicilina 2,53 1,35 2,73 439,3 2,84x10™"° 349,40
Penicilina G 2,62 1,83 2,62 210,4 9,01x10™ 334,39
Penicilina V 2,73 2,09 2,25 110,1 1,06x1012 350,39

Fonte: Adaptado de Park e Choi (2008), Chemspider (2015) e Sarmah, Meyer e Boxall
(2006).




50

Quadro 11: Caracteristicas fisico-quimicas da ampicilina.
Caracteristicas Ampicilina

Estrutura Molecular o
H H
i 1.5
N
NH; N CHy

s} ]
COOH

Férmula Molecular ~ CigH19N304S
Nome IUPAC (2S,5R,6R)-6-[[(2R)-2-amino-2-phenylacetyl]amino]-3,3-
dimethyl-7-ox0-4-thia-1-azabicyclo[3.2.0]heptane-2-

carboxylic acid

Massa Molar 349,405 gmol™
Densidade 1,60 gcm®
Ponto de Ebuligéo 622,6°C a 1 bar.
Ponto de Fuséo 208,0°C
Solubilidade

(Estimada pelo Log 044g-L*

Kow)

Namero CAS 69-53-4

Namero ChemSpider 6013

Solubilidade Moderadamente soltvel em agua e metanol. Praticamente
insolivel em Alcool, em acetona e acidos graxos.
Insolivel em cloroférmio, tetracloreto de carbono e

benzeno.

Aparéncia P6 inodoro, cristalino, de coloracdo branca.
Fonte: Adaptado de Chemspider (2014), PubChem (2015) e Martindale (2009).

4.7 MACROLIDEOS

Os macrolideos constituem um grupo de compostos intimamente relacionados
derivados principalmente do Streptomyces eritreus, e que apresentam em comum um
anel de lactona macrociclico (composto por 14 a 16 elementos), ao qual se ligam
desoxiagUcares. A eritromicina (Figura 25) constitui o macrolideo mais conhecido. A

claritromicina e a azitromicina sdo derivados semissintéticos da eritromicina e possuem
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espectro de acdo mais amplo do que a eritromicina (GOLAN et al., 2009; KATZUNG;
MASTERS; TREVOR, 2014). A claritromicina diverge da eritromicina somente pela
metilagdo da hidroxila na posicéo 6, ao passo que a azitromicina difere pelo acréscimo
de um atdmo de nitrogénio metil substituido no anel de lactona. Tais mudangas
garantiram melhor estabilidade em &cido e penetracdo nos tecidos, além de ampliar o
espectro de atividade (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012).

Anel e}
macralidico
Ry

A, —O A4
Ry OH
Ry
%o CaHs
MR
Desosamina (Rl
OH
o A
HO Ry
' Hyq
Cladinose

Ry
Eritramicina (Ry = CHg, Ry = H)
Claritremicina {R4, Ry = CHg)

Figura 25: Estrutura quimica dos macrolideos eritromicina e claritromicina.
Fonte: Katzung, Masters e Trevor (2014).

Os macrolideos mostraram-se importantes no tratamento de infecgdes
pulmonares, inclusive a doenca dos Legionarios. Esses antimicrobianos possuem
excelente penetragdo no tecido pulmonar e possuem atividade no meio intracelular
contra Legionella (GOLAN et al., 2009). O espectro de atividade antibacteriano é
similar ao da Penicilina G (bezilpenicilina), atuando contra Legionella pneumophila,
Mycoplasma, Chlamydophilla, Chlamydia e algumas rickettsia. A resisténcia a um dos
membros do grupo implica em resisténcia cruzada a outros macrolideos. Também é
observada resisténcia cruzada entre os macrolideos, lincosamidas e estreptograminas
(MARTINDALE, 2009).

Os macrolideos comercializados no Brasil sdo a eritromicina, roxitromicina,
espiramicina, claritromicina, azitromicina, diritromicina e telitromicina (TAVARES,
2009). Tilosina tilmicosina e tulatromicina sdo utilizadas na medicina veterinaria. A

tilosina € produzida por uma cepa de Streptomyces fradiae, que produz uma mistura de
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macrolideos na qual o principal componente (80%) é a tilosina A, embora tilosina B
(desmicosina), tilosina C (macrocina), e tilosina D (relomicina) também possam estar
presentes (MARTINDALE, 2009).

Os macrolideos séo bacteriostaticos ou bactericidas dependendo da concentragéo
e da espécie de micro-organismo. Macrolideos tem um efeito pos-antibiotico, isto €, seu
efeito antibacteriano persiste mesmo apds concentracbes abaixo da concentracdo
inibitéria minima (CIM) (MARTINDALE, 2009). Os macrolideos atuam inibindo a
sintese protéica bacteriana e impedem a etapa de translocacdo da sintese protéica ao
agirem sobre o alvo do rRNA 23S da subunidade 50S, impedindo a saida a partir do
qual surge a cadeia polipeptidica (Figura 26) (GOLAN et al., 2009). Os macrolideos
inibem a etapa de translocacdo, na qual a cadeia polipeptidica nascente, que reside
temporariamente no local A da reagdo da transferase, ndo consegue deslocar-se até o

local P, ou doador (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012).

Local A

Cadeia
Polipeptidica
MNascente .

LocalP—__

Local da
trasferase
Macrolideos—

. Modelo de
RNA

RNA

Figura 26: Inibicéo da sintese protéica bacteriana pelos macrolideos.
Fonte: Brunton, Chabner e Knollmann (2012).

Os macrolideos sdo a segunda classe de antibidticos quantitativamente mais
utilizados em animais, perdendo apenas para as tetraciclinas (GUARDABASSI;
JENSEN; KRUSE, 2010). A tilosina, tilmicosina e espiramicina possuem aplicagfes
para animais da espécie bovina, a josamicina somente para aves e a azitromicina para
caninos e felinos. Tem-se observado um predominio no mercado brasileiro de tilosina
nas formulacgdes indicadas para o tratamento da mastite (SINDAN, 2015).

A tilosina é um macrolideo de amplo espectro que apresenta atividade
antibacteriana contra a maior parte das bactérias gram-positivas e Mycoplasma spp. A

tilosina também apresenta atividade contra Chlamydia spp. e algumas bactérias gram-
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negativas, entretanto ndo apresenta atividade contra Enterobacteriaceae. Na pecuaria, a
tilosina pode ser administrada no alimento, agua ou por via intramuscular com o intuito
de melhorar o ganho de peso, a eficiéncia alimentar, diminuir a incidéncia de abscessos
no figado (doses de 50-100 mg /animal/dia); prevenir a pneumonia associada ao
micoplasma e a Pasteurella multocida em bezerros (doses de 1g / animal por duas vezes
ao dia); no tratamento da pneumonia, , difteria, metrite, podriddo dos cascos e mastite
aguda em animais adultos (doses de 5-10 mg/kg/dia por via intramuscular) (FAO;
WHO, 2006).

4.7.1 Caracteristicas Fisico-Quimicas dos Macrolideos

Os macrolideos sdo bases fracas, ligeira mente solUveis em &gua e lipofilicas
(SANLI et al., 2011). A eritromicina é praticamente insolivel em &gua (0,1%), no
entanto dissolve-se bem em solventes organicos. As solugbes de eritromicina
armazenadas a 4°C se conservam estdveis, entretanto a 20°C ou pH &cido perdem a
atividade antibacteriana. Devido a isso, a eritromicina base € destruida pelo suco
gastrico, necessitando de revestimento entérico (estolato de eritromicina), sendo
dispensada como ésteres ou sais diversos. A atividade é aumentada em pH alcalino
(KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2014).

A tilosina é uma base organica fraca (pK, = 7,73) que rapidamente forma sais e
ésteres. A tilosina A contém uma lactona policética (tilactona) substituida com trés
aclcares 3-deoxiexose (Figura 27) (FAO; WHO, 2006). Uma solucdo de tilosina a
2,5% em agua tem pH variando de 85 a 10,5. Deve ser protegida da luz e de
temperaturas que excedam 40°C (MARTINDALE, 2009). O Quadro 12 apresenta as
propriedades fisico-quimicas da tilosina, enquanto o Quadro 13 apresenta as

propriedades fisico-quimicas de outros macrolideos.

Figura 27: Estrutura quimica da tilosina.
Fonte: Sanli et al. (2011).



Quadro 12: Caracteristicas fisico-quimicas da tilosina.
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Caracteristicas

Tilosina

Estrutura Molecular

Férmula Molecular
Nome ITUPAC

Massa Molar
Densidade

Ponto de Ebuligéo
Ponto de Fuséo
Solubilidade
(Estimada pelo Log
Kow)

Namero CAS
NUmero ChemSpider

Solubilidade

Aparéncia

C46H77N017

2-[(4R,5S,6S,7R,9R,11E,13E,15R, 16R)-6-
[(2R,3R,4R,55,6R)-5-[(2S,4R,5S,6S)-4,5-dihydroxy-4,6-
dimethyloxan-2-ylJoxy-4-(dimethylamino)-3-hydroxy-6-
methyloxan-2-yl]oxy-16-ethyl-4-hydroxy-15-
[[(2R,3R,4R,5R,6R)-5-hydroxy-3,4-dimethoxy-6-
methyloxan-2-ylJoxymethyl]-5,9,13-trimethyl-2,10-
dioxo-1-oxacyclohexadeca-11,13-dien-7-yl]acetaldehyde
916,100 gmol™

1,24 gem’®

980.7°C a 1 bar.

128-132°C

5,0 mg-L™*

1401-69-0
4444097

Ligeiramente solivel em agua. Soluvel em &lcool anidro,
metanol, diclorometano, acetato de amila, cloroférmio e
acidos minerais diluidos.

P6 quase branco ou de coloragdo ligeiramente amarela.

Fonte: Adaptado de Chemspider (2014), PubChem (2015) e Martindale (2009).
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Quadro 13: Propriedades fisico-quimicas dos macrolideos a 25°C.

Solubilidade Massa
. Log ’ Presséo de

Antibiotico pKa em agua Molar

Kow L Vapor (mmHg) L

(mgL™) (gmol™)

Eritromicina 8,88 3,06 4,200 2,12x10% 733,93

Claritromicina 8,99 3,16 0,330 2,32X10% 747,95

Tilmicosina 8,18 3,80 0,015 4,6X103? 869,13

Tilosina 7,73 1,63 5,000 2,00x103 916,10
Fonte: Adaptado de Chemspider (2015), PubChem (2015) e Sarmah, Meyer e Boxall

(2006).

4.8 USO DE ANTIBIOTICOS NA PRODUCAO ANIMAL E VETERINARIA

O Brasil se consolida como um dos maiores produtores mundiais de alimentos
de origem animal. No ano de 2013, foi 0 maior produtor de carne bovina, terceiro em
producéo de carne de frango, quarto maior produtor de leite e ocupou o quarto lugar na
producgdo e exportacdo de carne suina, além do sexto lugar na producdo mundial de
tilapia (POLL et al., 2013). A utilizagdo de antibidticos na producéo animal durante o
tratamento terapéutico e profilatico com a finalidade de garantir a produtividade e
competitividade se tornou muito comum (THIELE-BRUHN, 2003).

O uso de antimicrobianos na criagdo de animais teve origem ha mais de 50
anos, quando o residuo excedente da fermentacdo da clortetraciclina provou melhorar o
crescimento e a saude animal. Desde entdo, melhorias foram feitas na alimentacdo e
manejo de animais de criagdo e na medicina dos animais de companhia. Isso implicou
na utilizacdo disseminada dos antibidticos tanto na producdo animal como na medicina
veterindria. Hoje se estima que mais da metade de todos os antibi6ticos produzidos no
mundo é utilizada nos animais (GUARDABASSI; KRUSE, 2010).

Os antimicrobianos usados em animais geralmente sdo 0S mesmos ou estdo
estreitamente relacionados aos utilizados em humanos. As tetraciclinas constituem a
classe dos antibidticos quantitativamente mais usados em animais, seguidos por
macrolideos, pleuromutilins, lincosamidas, penicilinas, sulfonamidas, aminoglicosideos,
fluoroquinolonas, cefalosporinas e fenicois (GUARDABASSI; KRUSE, 2010). O
Ministério da Agricultura, Pecuédria e Abastecimento (MAPA) autoriza a utilizago de

15 antibidticos como aditivos na alimentacdo animal e outros 50 na medicina
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veterinaria, em maioria indicados para uso comum entre as diversas espécies animais,
como bovinos, suinos, aves, cdes, caprinos (PALERMO-NETO et al., 2006).

Os antibidticos podem ser administrados individualmente aos animais para
tratamento (terapia) ou prevencdo (profilaxia) de doengas. Na producéo animal, os
antimicrobianos também podem ser administrados em animais clinicamente saudaveis
do mesmo rebanho, animais com manifestagdes clinicas (metafilaxia) ou para melhorar
0 crescimento (promotores de crescimento). Na metafilaxia, o antimicrobiano é
administrado durante surtos de doengas ou antes do aparecimento de sintomas, sendo o
periodo de tratamento mais curto do que o terapéutico. Os antimicrobianos empregados
como promotores de crescimentos sdo utilizados na suplementacdo alimentar
continuamente em doses subterapéuticas (GUARDABASSI; KRUSE, 2010).

As atividades de bactérias patogénicas no intestino dos animais implicam em
uma reducdo substancial da sua performance. Isso sustenta muitas pesquisas que
demonstram que animais livres de patdgenos tém um desempenho melhor em relacéo
aos convencionais ao crescerem mais rapido e com eficiéncia. Porém, animais
convencionais demonstraram desempenho similar aqueles sem patdgenos, quando
receberam promotores de crescimento por meio da alimentagdo. Desta forma, 0s
antibiéticos vém sendo largamente utilizados na suinocultura e na avicultura, desde a
sua descoberta, com o objetivo de melhorar a desempenho de animais e reduzindo o
custo produtivo (BRUMANO; GATTAS, 2009).

4.9 OCORRENCIA DE ANTIBIOTICOS NO MEIO AMBIENTE

Em uma reviséo de literatura, Mompelat, Le Bot e Thomas (2009) constataram
que cerca de 160 produtos farmacéuticos e apenas 30 subprodutos resultantes da
fabricacdo de farmacos foram incluidos em investigacdes ambientais sobre a ocorréncia,
destino e ecotoxicologia. Porém, segundo 0s mesmos autores, na Europa
aproximadamente 4000 farmacos utilizados na medicina humana e veterinaria sdo
suscetiveis de atingir os compartimentos ambientais (MOMPELAT; LE BOT,;
THOMAS, 2009). Diaz-Cruz e Barcel6 (2007) afirmam que poucos paises dispdem de
estatisticas acerca da quantidade de antibidticos utilizados na criacdo de animais. Na
Coréia do Sul, 20 medicamentos veterinarios foram selecionados como altamente

prioritarios para fins de monitoramento no meio aquético, sendo em maioria
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antibiéticos, como, por exemplo, amoxicilina, florfenicol, oxitetraciclina, tilosina e
virginiamicina (KIM et al., 2008).

Na maioria das pesquisas de degradagdo tem-se observado a eficiéncia de
remogdo de um determinado farmaco, porém pouca atencdo tem sido dada a
quantificagdo e identificacdo dos produtos da degradagdo desses produtos
farmacéuticos. Devido a isso ha uma escassez de dados acerca dos metabolitos humanos
e microbianos excretados no meio ambiente ou formados durante a biodegradacdo de
residuos farmacéuticos na matriz ambiental. Entretanto, a Europe Medicines Agency
(EMEA) recomenda, por meio de uma abordagem sistémica, diretrizes para relatorios
de avaliagéo de risco de concentragdes totais de medicamentos, os quais devem prever o
risco total associado, determinando que quando o metabdlito for formado em uma
concentragdo superior a 10%, devem ser investigados os efeitos ecolégicos no meio
ambiente (CELIZ; TSO; AGA, 2009).

Medicamentos no organismo sdo metabolizados por uma variedade de enzimas
com o intuito de proteger o corpo contra a exposicao a inimeros produtos quimicos e
isso envolve a biotransformacéo em compostos mais polares e soltveis a fim de facilitar
a eliminacdo. Durante o tratamento de 4gua por meio de processos fisico-quimicos e de
esgotos por processos bioldgicos pode ocorrer a formacdo de produtos bioativos, muitas
vezes mais tdxicos do que a substancia inicial e com atividade comparavel ao composto
derivado (CELIZ; TSO; AGA, 2009; KOHLER et al., 2006). Conforme relatou Kemper
(2008), a quantidade excretada do fA&rmaco depende de uma série de fatores como o tipo
de substancia, a dosagem, a espécie e idade do animal. Porém, até 95% do farmaco é
excretado inalterado sem sofrer qualquer metabolizagdo no trato digestivo animal
(SARMAH; MEYER; BOXALL, 2006).

Nas criagfes de animais, os antimicrobianos podem contaminar o meio
ambiente devido a excre¢cdes dos animais em pastejo ou pela aplicacdo de esterco
animal no solo (BLACKWELL; KAY; BOXALL, 2007). Estando no solo, a lixiviagao,
0 escoamento superficial e a erosdo transportam esses residuos que alcangam assim 0s
cursos d’agua (HIRSCH et al., 1999). Pequenas concentracBes de antibidticos de uso
humano e animal sdo encontradas em amostras de lodo e efluente de estagdes de
tratamento de esgotos devido a disposi¢do final desse efluente nos corpos d’agua ou
aproveitamento agricola do lodo (GIGER et al., 2003; KIM et al., 2007; REGITANO;
LEAL, 2010; WATKINSON; MURBY; CONSTANZO, 2007). As principais vias de
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contaminacdo de ambientes terrestres e aquaticos com residuos de farmacos de uso

veterindrio sdo apresentadas na Figura 28.
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Figura 28: Principais vias de exposi¢do ambiental aos farmacos de uso veterinario.
Fonte: Regitano e Leal (2010).

Koo et al. (2010) coletaram amostras de agua na superficie de quatro rios na
Coreia do Sul (rios Han, Nakdong, Geum e Youngsan) que receberam efluentes de
estacOes de tratamento de esgotos. Para o0s rios que receberam efluente de estacédo de
tratamento de esgoto doméstico, as concentragBes dos antibidticos foram em média:
0,082 ng'L™ de sulfatiazol, 0,308 ng'L™* de clortetraciclina, 0,020 ngL™ de lincomicina,
0,018 ngL™* de sulfametoxazol e 0,012 ng'L™* de sulfametazina. Enquanto para 0s rios
que receberam efluente de estagdo de tratamento de esgoto de criacdo de animais, as
concentracBes foram em média: 0,168 ngL™ de clortetraciclina, 0,115 ngL™ de
sulfatiazol, 0,064 ng'L™* de lincomicina, 0,38 ng'L™* de sulfametoxazol e 0,025 ngL™ de
sulfametazina (KOO et al., 2010).

Batt, Kim e Aga (2007) detectaram a presenca de quatro antibi6ticos
(ciprofloxacina, sulfametoxazol, tetraciclina e trimetoprima) no efluente final de quatro
estacOes de tratamento de agua (Ambherst, East Aurora, Holland e Lackawanaa) em Erie
County, New York, nos Estados Unidos. As concentragbes encontradas foram,
respectivamente, em média, 0,32, 0,44, 0,18 e 0,87 pg'L'1 (BATT; KIM; AGA, 2007).
Zuccato et al. (2010) detectaram antibioticos no afluente e efluente de quatro estacoes
de tratamento de esgotos, sendo trés na Italia (Milan, Varese e Como) e uma na Suiga

(Lugano), e em amostras de &gua dos rios Po e Arno (Itdlia). As meédias das
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concentragdes de antibidticos encontradas sdo apresentadas no Quadro 15. Nodler et al.
(2010) detectaram entre outros medicamentos farmacéuticos, os antibidticos
claritromicina (0,520 ugL™), eritromicina (0,173 pg'L™), roxitromicina (0,078 pgL™),
sulfametoxazol (0,509 pg'L™) e trimetoprima (0,681 pg'L™ em efluente de estacéo de
tratamento de esgotos na Alemanha.

Residuos de diversos farmacos de uso veterindrio tém sido detectados em
amostras de solo (HAMSCHER et al., 2005; BOXALL et al., 2005), &gua superficial
(BOXAL et al., 2005), lengol fredtico (HAMSCHER et al., 2005; KRAPAC et al.,
2005), amostras de esterco animal (BOXALL et al., 2005; DE LIGUORO et al., 2007;
MARTINEZ-CARBALLDO et al., 2007; ZHAO; DONG:; WANG, 2009) e amostras de
agua no escoamento superficial (KAY; BLACKWELL; BOXALL, 2005). Nos Quadros
14, 15, 16 e 17 se encontram informagdes sobre a ocorréncia e as concentragdes médias
de residuos de antimicrobianos veterinarios em diferentes matrizes ambientais. O
destino e o comportamento ambiental dos farmacos sofrem influéncia de varios fatores
como as propriedades fisico-quimicas da molécula e do solo, condi¢es ambientais e de
manejo prevalecentes (SARMAH; MEYER; BOXALL, 2006; KEMPER, 2008).

As tetraciclinas apresentam baixo potencial de mobilidade no solo devido ao seu
elevado potencial de sor¢do aos sitios de troca organicos e, ou, minerais do solo
(SARMAH; MEYER; BOXALL, 2006), porém estudos experimentais sobre a atividade
antimicrobiana das tetraciclinas mostraram que, apesar de estes compostos serem
fortemente adsorvidos por particulas de argila, permanecem ativos, mostrando efeitos
antimicrobianos que podem influenciar a selecdo de bactérias resistentes aos
antibioticos no ambiente terrestre (CHANDER et al., 2005) .

Quadro 14: Presenca de antibidticos de uso veterinario na agua.

Antibidtico Concehtljflgao Ambiente Localidade Referéncia
(ngl™)
Lincomicina 21,10 Agua superficial Reino Unido  Boxall et al., (2005)
Oxitetraciclina 71,70 Agua de escoamento superficial Reino Unido Kay, Blackwell e
Boxall (2005)
44,90 Agua superficial Boxall et al., (2005)
Sulfadiazina 41,30 Agua superficial Reino Unido  Boxall et al., (2005)
Sulfametazina 0,24 Agua subterranea Alemanha Hamigggg)e tal,
Sulfametoxazol 0,07 Agua de abastecimento Alemanha Mdckter (2006)
Tetraciclina 0,24 Agua subterranea EUA Krapac et al., (2005)
Trimetoprima 0,02 Agua superficial Reino Unido  Boxall et al., (2005)

Fonte: Adaptado de Regitano e Leal (2010).
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Os antibidticos macrolideos, principalmente a claritromicina e a espiramicina em
todos os pontos, e quinolonas (ciprofloxacina e I-floxacina/ofloxacina) nas estacGes de
tratamento de Varese e Como, foram os antibiéticos encontrados mais abundantemente
nas aguas residuais, conforme pode observado no Quadro 15. Em alguns casos, a
espiramicina, a eritromicina e a claritromicina apresentaram-se mais abundantes no
efluente do que no afluente, devido a capacidade destes compostos de se ligarem ao
lodo e se desprenderem depois (ZUCCATO et al., 2010).

Quadro 15: Concentracdes de antibidticos nos rios Po e Arno e em quatros estagdes
de tratamento de efluentes.

Rio Estacdo de tratamento de efluentes
g Po Arno Milan Varese Lugano Como
Antibiotico a4 — ”
(ngL™) carga (mgdia™1000 habitantes)
A E A E A E A E
Amoxicilina <2,1 5,7 nd nd 6,1 nd 382 37 21 nd
Ciprofloxacina 8,8 19 32 24 203 60 49 nd 108 nd
L-floxacina/ 10,9 5 7,7 53 184 77 0,3 nd 20 4,9
Ofloxacina
Claritromicina 1,7 25,4 322 104 121 52 318 437 939 500
Eritromicina 2,9 5,4 0,4 34 4.6 27 0,6 59 nd 6,5
Lincomicina 5,7 8,1 15 4.9 3,9 2,8 0,5 1,1 10 5,8
Espiramicina 1,1 7,9 24 121 234 146 1,7 393 97 75
Sulfametoxazol 2,1 5,3 40 16 97 11 33 15 33 30
Vancomicina 4.8 2,6 9,6 5,2 14 10 nd 24 nd 9,4
Oleandomicina  <0,3 <0,3 nd nd 0,3 1,2 nd nd nd Nd
Oxitetraciclina 11 <11 nd nd nd nd nd nd nd nd
Tilmicosina 2,5 2,3 nd nd nd nd nd nd nd nd
Tilosina <0,7 <0,7 nd nd nd nd nd nd nd nd
A: Afluente E: Efluente na: ndo avaliado nd: ndo detectado
Fonte: Adaptado de Zuccato et al. (2010).
Quadro 16: Ocorréncia de antibidticos de uso veterinario no solo.
o Concentragéo . . .
Antibidtico ] Matriz Localidade Referéncia
(ngKg)
Lincomicina 8,5 Solo Reino Unido Boxall et al., (2005)
Sulfametazina 2,0 Solo Alemanha Hamscher et al., (2005)

Trimetoprima 0,5 Solo Reino Unido Boxall et al., (2005)

Fonte: Adaptado de Regitano e Leal (2010).
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Quadro 17: Ocorréncia de antibiéticos de uso veterinario em amostras de esterco.

Concentracéo
Antibiotico I Ambiente Localidade Referéncia
(ngKg™)
Ciprofloxacina 2,8x10™ Esterco suino Reino Boxall et al., (2005)
Unido
Clortetraciclina 4,6x10* Esterco suino Austria Boxal et al., (2005)
Enrofloxacina 2,8x10° Esterco de frango Austria Martinez-Carballo et al.,
(2007)
3,3x10* Esterco suino China Zhao, Dong e Wang (2009)
Oxitetraciclina 2,9x10* Esterco suino Austria Martinez-Carballo et al.,
(2007)
5,9x10* Esterco suino China Zhao, Dong e Wang (2009)
Sulfadiazina 5,1x10* Esterco de frango Austria Martinez-Carballo et al.,
9,1x10* Esterco de peru (2007)
Sulfadimetoxina 3,9x10? Esterco bovino Italia De Liguoro et al., (2007)
Trimetoprima 1,7x10* Esterco de frango Austria Martinez-Carballo et al.,
(2007)

Fonte: Adaptado de Regitano e Leal (2010).

4.10 RESISTENCIA MICROBIANA

A resisténcia é definida como a insuscetibilidade de um microrganismo em
relagdo a um tratamento em particular sob um determinado conjunto de condicGes. Para
antibacterianos, a resisténcia é normalmente quantificada como a concentragdo minima
necessaria para afirmar um efeito definido (por exemplo: inibi¢do de crescimento) na
populacdo de células (KUMMERER, 2004). A resisténcia pode ser adquirida por
mutacdo, selecdo ou transmitida verticalmente as células filhas, ocorrendo no
cromossomo ou em fragmentos de DNA denominados plasmideos. Para que a mutagao
e a selecdo tenham éxito ndo podem resultar na morte do microrganismo (AUTO;
CONSTANT, 2008; BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012).

Normalmente, a resisténcia é adquirida por transferéncia horizontal de genes de
resisténcia de uma celula doadora para outra, geralmente de outra espécie. Esse tipo de
transferéncia é de propagacdo rapida entre a cepa resistente e cepas sensiveis. A
resisténcia bacteriana pode ser derivada de: mutagdo, resisténcia transferivel,
transducdo, conjugacgdo, transformacdo e transposicdo. A mutacdo ocorre quando ha
alteracdo do cddigo genético do microrganismo devido a um fendmeno raro. Quanto a

resisténcia transferivel, ela é ligada ao cromossomo e comumente extra cromossémica,
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pois é mediada por fragmentos de DNA dispersos no citoplasma: os plasmideos e os
epissomos. Os primeiros sdo livres no citoplasma bacteriano, ao passo que 0s episSomos
estdo presos ao cromossomo. Os plasmideos tém funcédo acessoria trazendo vantagens a
bactéria: metabdlicos (genes que auxiliam no metabolismo), viruléncia (genes que
codificam a producdo de toxinas, efeito evasivo), plasmideos conjugantes ou R
(resisténcia) (AUTO; CONSTANT, 2008; BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN,
2012).

Mackie et al. (2006) detectaram residuos de tetraciclina e genes de resisténcia a
tetraciclinas em amostras coletadas de 23 pogos de monitoramento de aguas
subterrneas impactadas por fazendas de criacdo intensiva de suinos no estado
americano de lllinois. Koike et al. (2007) também detectaram a presenca de genes de
resisténcia a tetraciclinas em amostras de aguas subterrneas coletadas abaixo de 2
fazendas de criagdo intensiva de porcos (Estados Unidos) ao longo de trés anos, sendo
continuamente detectados ao longo deste periodo 7 genes de resisténcia a tetraciclinas.
Wau et al. (2010), coletaram amostras de solo de fazendas adjacentes a nove criadouros
de suinos localizados em trés cidades (Pequim, Tianjin e Jiaxing) na provincia de
Zhejiang, China. Foram identificados 15 diferentes genes de resisténcia, além de
residuos e metabdlitos da tetraciclina (WU et al., 2010).

Tamminen et al. 2010 coletaram amostras de sedimentos em 2 fazendas de
criacdo de peixes de médio porte no Mar Baéltico, no norte do arquipélago de Turku
(Finlandia) e em 2 fazendas de aquicultura de pequeno a médio porte no arquipélago de
Estocolmo (Suécia). A pesquisa evidenciou a presencga de varios genes de resisténcia as
tetraciclinas em elevada freqiiéncia, especialmente nas fazendas finlandesas
(TAMMINEN et al., 2010). Yamanaka (2011) avaliou 39 amostras de 4gua de fontes
alternativas utilizadas pela populagdo de Curitiba e regido metropolitana com o intuito
de verificar a incidéncia e perfil de resisténcia aos antibidticos de isolados de
Escherichia coli e Enterococcus spp. Foi avaliada a sensibilidade aos antibidticos
(amicacina, ampicilina, cefepime, ciprofloxacina, clidamicina, cloranfenicol,
eritromicina, estreptomicina, gentamicina, oxacilina, penicilina, rifampicina,
tetraciclina, sulfazotrim) por meio do método de disco-difusdo. Todos os 37 isolados de
Enterococcus spp foram sensiveis & vancomicina e & ampicilina, entretanto apenas 24%
destes isolados foram sensiveis a todos os antibiéticos testados, sendo que 37,8% dos
isolados Enterococcus spp apresentaram multirresisténcia. Todos os 23 isolados de

Escherichia coli foram sensiveis a cefoxitina, gentamicina, ciprofloxacina, amicacina e
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cefepime, porém apenas 39,1% destes isolados foram sensiveis a todos os antibioticos
testados e 26,1% dos isolados de Escherichia coli apresentaram multirresisténcia
(YAMANAKA, 2011).

Li et al. (2010) caracterizaram as populacdes bacterianas em aguas superficiais
que recebiam efluentes de uma fabrica de oxitetraciclina (OTC) localizada na provincia
de Hebei (China). Foram encontrados altos niveis de OTC nas &guas residuais e 0
antibiotico ainda foi detectado na 4gua do rio a jusante, ndo sendo detectado na agua do
rio a montante. Um total de 341 cepas bacterianas foram isoladas e 23 genes de
resisténcia as tetraciclinas foram identificados. Quase todas as bactérias (97%) das
amostras do efluente e da &gua do rio a jusante apresentaram fenotipos de multipla
resisténcia, enquanto em amostras do rio a montante isso foi menos frequente (28%) (LI
et al., 2010).

Resende (2009), em um estudo de deteccdo de bactérias gram-negativas em
efluentes hospitalares e na estagdo de tratamento de esgotos (ETE) da cidade de
Goiania, identificou 73 bactérias e observou que: as cepas de Escherichia coli
apresentaram 100% de resisténcia total ao aztreonam, 40% a ampicilina, 30% a
piperacilina, 20% a ciprofloxacina e 10% a gentamicina. Pseudomonas aeruginosa
apresentou 100% de resisténcia a ampicilina-sulbactam e 100% apresentaram
resisténcia intermedidria & gentamicina. Cerca de 70% das cepas de
Klebsiella pneumoniae apresentaram resisténcia a ampicilina e 50% apresentaram

resisténcia intermedidria a este mesmo antimicrobiano (RESENDE, 2009).

4.11 CARBONIZACAO HIDROTERMAL

A carbonizagdo hidrotermal (CHT) é um processo que converte biomassa
(cascas, bagacos e folhagens), lodo de estacdo de tratamento de esgotos e residuos
industriais em um biocarvdo, semelhante ao linhito (FRAUNHOFER, 2015; VOM
EYSER et al., 2014). Ao contrario da pir6lise, este processo se processa em meio
aquoso, convertendo materiais Umidos como o lodo de esgoto sem uma etapa de pré-
secagem, 0 que representa uma alternativa de baixo custo (FRAUNHOFER, 2015;
VOM EYSER et al., 2014) e permite a aplicagdo como fertilizantes naturais (VOM
EYSER et al., 2014). A CHT opera em temperaturas relativamente baixas (180-350°C)
(BERGE et al., 2011), quando comparadas a pirdlise (500°C) (FRAUNHOFER, 2015),
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e que, sob pressdes autdgenas é avaliado como um método para converter carboidratos
em um residuo carbonéceo (BERGE et al., 2011). A CHT é um processo de conversao
térmica que pode ser um meio vidvel para o tratamento ou estabilizacdo de residuos,
minimizando a producédo de gases de efeito estufa e producdo de material residual com
valor intrinseco (BERGE et al., 2011).

A utilizacdo de catalisadores homogéneos como solugdes de hidroxido de
potéssio e acido sulfurico no processo de carbonizagdo hidrotermal oferecem vantagem
por ndo sofrerem cragueamento térmico ou inativacdo tal como os catalisadores
heterogéneos. Catalisadores heterogéneos solidos podem permanecer no reator e sdo
propensos a incrustacoes e inativagdo subsequente solidos, podendo degradar ou oxidar
sob condicdes hidrotermais (PETERSON et al., 2010).

Titirici, Thomas e Antonietti (2007), Sevilla e Fuertes (2009) e Funke e Ziegler
(2010) relataram que a reagdo resulta na formacdo de uma série de hidrolises,
condensagdes, descarboxilacbes e reacGes de desidratacdo. A &gua € um ingrediente
necessario e a chave da CHT (FUNK; ZIEGLER, 2010; TITIRICI; THOMAS;
ANTONIETTI, 2007). A medida que as temperaturas aumentam, as propriedades fisicas
e quimicas da &gua alteram significativamente, imitando as propriedades de solventes
orgénicos. Portanto, as concentragbes de saturacdo dos componentes inorganicos e
orgénicos dissolvidos aumentam grandemente e reagOes ibnicas sdo promovidas,
aumentando a hidrélise consequentemente (AKIYA; SAVAGE, 2002; SISKIN;
KATRITZKY, 2001; WATANABE et al., 2004).

VVom Eyser et al. (2014) trataram lodo proveniente de uma estagdo de esgotos de
Rheinhausen, no distrito de Emmendingen (Alemanha), com CHT. Foi desenvolvido
um método de HPLC-MSMS para identificar a presen¢a no lodo de 12 farmacos,
incluindo 4 antibidticos (eritromicina, roxitromicina, claritromicina e sulfametoxazol).
Foi utilizado um reator de alta pressdo. As amostras sob agitagdo de 500 rpm foram
tratadas utilizando temperatura de 210°C por um periodo de 4 horas. Foram
identificados no lodo de esgoto 8 farmacos dos 12 investigados (diclofenaco,
ibuprofeno, fenazona, carbamazepina, metoprolol, propranolol, &cido fenofibrico,
roxitromicina). Benzofibrato, claritromicina e eritromicina ficaram abaixo do limite de
quantificagdo (LOQ) no lodo de esgoto. Nas amostras de lodo de esgoto p6s-CHT,
foram detectados apenas 3 dos 12 compostos, e estes foram medidos por grama de
matéria seca (gDM): fenazona (13010 ng), metoprolol (220+10 ng) e propranolol

(26£9 ng). Os limites de quantificacdo (LOQ) elevados destes compostos no biochar
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impedem uma comparacdo quantitativa entre os valores detectados destes farmacos no
lodo de esgoto e no biochar: fenazona (LOQ biochar = 57 gom, LOQ i1odo de esgoto = 4,1 Jom),
propanolol (LOQ piochar = 14 gom, LOQ 1odo de esgoto = 2,8 gom), metoprolol (LOQ piochar =
110 gpm, LOQ jodo de esgoto = 30 gpm). Porém, foram determinadas as concentragdes do
metoprolol e do propranolol ap6s a CHT, implicando em reducdes, respectivamente, de
49% e 77% (VOM EYSER et al., 2014).

Com o intuito de estudar as implicacbes ambientais associadas & carbonizago
hidrotermal de amostras representativas e sintéticas de residuos sdlidos e liquidos
municipais, Berge et al. (2011) trataram tais amostras em reatores tubulares de aco
inoxiddvel com volume de 160 mL, dimensionados para suportar pressdes e
temperaturas pré-estabelecidas, sob temperatura de 250°C por 20 horas em uma mufla,
obteve-se um carvdo com 20-68% de carbono, onde 49-75% do carbono é retido no
interior do carvdo, enquanto 20-37% e 2-11% é transferida para as fases liquida e
gasosa, respectivamente. O gas produzido predominante é o diéxido de carbono, com
tracos de outros gases. O pH da fase aquosa é acido, em virtude da presencga de &cidos
organicos resultantes da decomposicdo de monossacarideos. O &cido acético foi
detectado em todas as amostras devido a ser um produto da decomposic¢éo dos produtos
provenientes das reacdes de hidrdlise. Varios compostos aromaticos, fendlicos e
furanicos também foram detectados, além de aldeidos e alcenos. Isso indica que a
carbonizacdo segue uma sequéncia de reacfes de hidrélise, desidratagdo,
descarboxilagdo, condensacdo e decomposicéo dos diferentes compostos intermediarios
(BERGE et al., 2011).

Zhang, Lin e Zhao (2014) investigaram as propriedades dos biocarvoes
produzidos na carbonizagdo hidrotermal a partir de lodo de esgotos municipais sob
diferentes temperaturas (190 e 260°C) e tempo reacional (1, 6, 12, 18 e 24 horas).
Houve reducgdo significativa dos contetudos de N (nitrogénio) (54,6%), O (oxigénio)
(37,9%) e H (hidrogénio) (10,0%) e pequenas alteracdes de contetido de carbono,
devido & redistribuicdo destes elementos nas fases sdlida, liquida e gasosa. As
concentragcdes de COT (Carbono Organico Total) e nitrogénio total na fase aquosa
aumentam devido & decomposi¢do de compostos organicos, porém diminuem na fase
solida do hydrochar. Todos os biocarvGes obtidos apresentaram relacbes atdmicas H/C
e O/C aproximadamente 153% e 62,7% menores do que a matéria-prima,
respectivamente. A composicdo elementar dos hydrochars reflete tanto a carbonizagéo

como a decomposicdo, além do fracionamento dos elementos nas fases gasosa e liquida.
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As proporgdes atomicas O/C e H/C no hydrochar refletem a reagdo de carbonizagéo:
relacbes mais baixas indicam uma carbonizagdo mais profunda dos materiais, enquanto
uma propor¢do mais alta implica em uma carbonizagdo mais baixa no hydrochar
(ZHANG; LIN; ZHAO, 2014).

Zhang et al. (2014) investigaram a degradacdo de 2 residuos da fabricacdo do
antibiotico cefalosporina C (CPC) (denominados Ara e Arb) fornecidos por duas
fabricas de medicamentos da provincia de Hebei, China. As amostras s&o oriundas do
processo de fermentagdo do milho, proteina da soja e outros aditivos necesséarios a
producéo de cefalosporina C (CPC). O reator utilizado tinha volume interno de 1000
mL e didmetro interno de 70 mm. Foi utilizado também um recipiente de aco inoxidavel
com 700 ml de volume interno e 68 mm de didmetro externo. Um agitador foi acoplado
no centro do reator, sendo acionado por um motor regulavel. A condigdo de temperatura
utilizada foi de 100-220°C por 30-60 min. A amostra foi agitada a 120 rpm durante todo
0 experimento. Apds 30 minutos de tratamento e sob temperatura de 180°C, ja havia
ocorrido a decomposi¢do de 99,8% do antibiético CPC, partindo de um volume 500 mL
de uma solucgdo de 2% (p~) de cefalosporina C de sodio (ZHANG et al., 2014).

Fundada no Brasil em 1986, a organizagdo ndo-governamental Pro-Natura
ganhou em 2002 o primeiro prémio da Fundagdo Altran para por sua inovagao
tecnoldgica, com a sua unidade pioneira de producdo de biochar, a Pyro-6F (Figura 29).
Essa unidade é capaz de fazer biocarvdo a partir de residuos agricolas ou florestais ndo
utilizados. A Pyro-6F pode processar até 500 kg de biomassa por hora, para uma

producdo de 200 kg de biochar. As unidades da Pyro-6F sdo atualmente fabricadas e

—_

vendidas pela empresa Green Charcoal Internacional (PRO-NATURA, 2015).

Figura 29: Unidade de produgéo de biochar: Pyro-6F.
Fonte: Pro-Natura (2015).
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Desde 2010, a empresa Ingelia iniciou as operacdes de sua primeira planta de
tratamento de biomassa por carbonizagdo hidrotermal em processo continuo. Ela esta
localizada no municipio de Naquera, Valéncia (Espanha) (Figura 30). O reator de fluxo
invertido em meio liquido dispde de um controle de temperatura e pressao e opera sob
as seguintes condicdes de processo: 17-24 bar de pressdo e temperatura de 180-200°C.
Essa planta tem a capacidade de processar 6000 toneladas de biomassa por ano e é auto-
suficiente no fornecimento de agua, uma vez que a agua extraida da biomassa supre as
necessidades do processo. O biocarvdo produzido tem alto poder calorifico: >5736
kcal'kg™ (EXPOBIOENERGIA, 2011).

Figura 30: Reator de Carbonizagdo Hidrotermal em Valéncia, Espanha.
Fonte: Expobioenergia (2011).

Morais (2012) obteve resultados bem satisfatérios ao decompor
hidrotermalmente os horménios etinilestradiol, gestodeno e acetato de ciproterona. Em
relagdo ao tratamento de cada um dos compostos de forma isolada, a eficiéncia de
decomposicao ficou acima de 99,0%. As melhores condi¢des encontradas foram aquelas
nas quais foi utilizado o acido fosforico como catalisador e o tempo reacional de 90
minutos (MORAIS, 2012).
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4.12 ANALISE DE ANTIBIOTICOS POR HPLC

A cromatografia gasosa (CG) acoplada a espectrometria de massa (GC/MS ou
GC-MS/MS) é uma das técnicas de andlise mais utilizadas e preferidas para a detecgéo
de compostos relativamente apolares e termicamente estaveis. Embora GC/MS fornega
limites de deteccdo mais baixos do que a LC/MS, a sua aplicacdo na analise de fa&rmacos
tem sido limitada por causa da necessidade de derivatizacdo de analitos polares com o
intuito de aumentar a volatilidade antes da analise por CG/MS (CELIZ; TSO; AGA,
2009). A necessidade de efetuar a derivatizacdo em mais analises por GC/MS dos
produtos farmacéuticos e dos seus metabolitos torna a pesquisa laboriosa porque tempo
adicional precisa ser dedicado ao desenvolvimento do método. Em alguns casos, as
etapas da reacdo de derivatizagdo podem variar de 1 a 12 horas (KOSJEK; HEATH,;
KOMPARE, 2007).

Yuan et al. (2011) em um estudo de fotodegradagdo dos antibidticos
oxitetraciclina (OTC), doxiciclina (DTC) e ciprofloxacino (CIP) usando fotolise direta e
processo UV/H,0, utilizaram um cromatégrafo liquido de alta eficiéncia (HPLC)
equipado com detector UV/Vis com arranjo de diodos (DAD) e coluna C18
(4.6x150mm, 5 um), com o intuito de identificar a presenca destes trés antimicrobianos
em amostras de agua e efluente. A fase mdvel utilizada nas anélises de OTC e DTC foi
composta por 11% de metanol, 22% de solucdo 0,01 M de acido oxalico e 67% de
acetonitrila e a vazdo foi mantida a 1 mL'min™. O detector UV/Vis foi fixado em 355
nm. Para CIP, a fase movel foi de 20% de acetonitrila e 80% de solugdo (pH = 2,5) 0,01
M de KH,PO, e a taxa de fluxo mantida a 1 mL'min™. O detector UV/Vis foi fixado em
278 nm. Para deteccéo dos produtos de degradacdo foi utilizada cromatografia liquida
de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (HPLC-MS/MS) com ionizago
por Electrospray e analisador do tipo quadrupolo em tempo-de-voo em sequéncia (ESI-
QToF-MS/MS). Os produtos resultantes de reagfes de hidroxilagdo foram analisados
por cromatografia gasosa acoplada a espectrofotometria de massas (GC-MS) (YUAN et
al., 2011).

Skotnicka-Pitak et al. (2009) afirmam que existem varios métodos para
identificar metabdlitos de farmacos em amostras ambientais, porém as técnicas mais
utilizadas tém sido a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-
MS) e a cromatografia gasosa com detector de espectrometria de massas (CG-MS). A

identificacdo de metabolitos farmacéuticos em matrizes ambientais complexas € um
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desafio, especialmente por causa de suas concentragdes muito baixas na presenca de
matéria orgénica natural, proteinas e outras macromoléculas complexas que podem
interferir no sistema de deteccdo. Neste contexto, a cromatografia liquida de alto
desempenho combinada com ionizag&o por electrospray e detector de espectrometria de
massas (LC-ESI-MS) emergiu como um dos principais métodos de andlise para
identificacdo de metabdlitos polares. No entanto, tal tecnologia (LC-MS) baseada em
ionizacdo por electrospray é propensa a supressdo do sinal, especialmente na presenca
de grandes quantidades de matéria organica natural, tipicamente encontrada em
amostras ambientais (SKOTNICKA-PITAK et al., 2009).

Conforme afirmaram Celiz, Tso e Aga (2009), os dados obtidos a partir do
padrdo de MS gerado por fragmentacdo em fase multipla de uma molécula em IT-MS,
combinada com a informag&o obtida a partir de medi¢des de massa de alta preciséo por
ToF-MS, pode facilitar a identificacdo de metabdlitos em concentragdes muito baixas.
A capacidade de realizar vérios estagios de MS em um IT-MS pode fornecer grandes
quantidades de informacdo estrutural, auxiliando na identificagdo de metabolitos
desconhecidos (CELIZ; TSO; AGA, 2009). Cromatografia liquida com espectrometria
de massa com ionizacdo por Eletrospray acoplada ao detector ion-trap (LC-ESI-IT-MS)
combinado com LC com espectrometria de massa com ionizagdo por Eletrospray e
detector do tipo quadrupolo tempo-de-voo (LC-ESI-QqToF-MS) em sequéncia foram
utilizadas com sucesso por Eichhorn e Aga (2004) e Eichhorn et al. (2005), objetivando
identificar um produto originado por foto-oxigenacédo da tetraciclina no esterco suino e
0s produtos de biodegradagéo do antimicrobiano trimetroprima em lodo ativado de uma
estacdo de tratamento de efluente, respectivamente.

Eichhorn et al. (2005) identificaram dois produtos de biotransformacdo do
antimicrobiano trimetoprima em um ensaio em pequena escala, utilizando um reator em
batelada. Foram utilizadas duas solugdes de trimetoprima em concentragdes diferentes
(20 mgL™ e 20 pugL™), objetivando a caracterizagdo por meio de espectrometria de
massas dos metabdlitos, e com o intuito de obter um perfil de degradacdo num ambiente
com concentracdo relevante de trimetoprima. Essas soluges foram colocadas,
separadamente, em contato com uma amostra de lodo ativado proveniente do tanque de
nitrificacdo de uma estacdo de tratamento de esgoto em Amherst, New York (Estados
Unidos). O ar foi continuamente borbulhado com o intuito de manter o material
particulado do lodo ativado em suspensdo. Foi utilizada cromatografia liquida de alta

eficiéncia acoplada ao analisador de espectrometria de massas com ionizagdo por
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Eletrospray e detector do tipo ion-trap em sequéncia (HPLC-ESI-IT-MS) para
identificar estes compostos. Além disso, um cromatégrafo liquido acoplado a
espectrometro de massa com ionizagdo por Eletrospray e detector do tipo
quadrupolo/tempo-de-voo (HPLC-ESI-QqToF-MS) foi utilizado para fornecer
medicOes de massa precisas. Dos dois metabolitos produzidos no experimento, 0
primeiro a eluir foi a a-hidroxi-trimetoprima (tempo de reten¢do = 8,6 min) com uma
massa molar 16 Da ([M * H] ¥, m/z 307) maior do que a trimetoprima (tempo de
retencdo = 10,1 min), sugerindo que o composto original sofreu uma transformagéo
oxidativa. O metabolito de segunda elui¢do da trimetoprima (tempo de retengdo = 8,9
min) apresentou uma massa molar 34 Da maior em relacdo ao composto de origem,

indicando a oxidagédo ou a adigdo de um grupo funcional (EICHHORN et al., 2005).

4.13 TESTE DE SUSCEPTIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS

Existem varios metodos para testar a suscetibilidade de microrganismos aos
antibioticos. O principio geral se baseia em determinar a menor concentragdo de um
antimicrobiano capaz inibir o crescimento visivel de um microrganismo em um teste
apds 18 a 24 horas de incubacédo, sendo este valor denominado CIM (concentragdo
inibitéria minima) (MACHADO; BARROS, 2008; MADIGAN et al., 2010). Os
meétodos podem ser divididos em qualitativos ou quantitativos, sendo que estes ultimos
permitem a determinacdo tanto da CIM quanto da CBM (concentragdo bactericida
minima). No meio quantitativo uma quantidade determinada de microrganismos é
inoculada em um meio de cultura contendo concentra¢des conhecidas de antibidticos. A
CBM ¢ determinada cultivando, em meio sem presenga de antimicrobianos, os germes
anteriormente expostos a esses medicamentos, verificando se ocorre o crescimento apos
24 horas (MACHADO; BARROQOS, 2008).

Um método qualitativo de testar a suscetibilidade é método de difusdo em égar
ou Kirby-Bauer (BAUER et al., 1966). Este teste € o mais utilizado em laboratorios
clinicos em virtude de apresentar boa reprodutividade, ser de facil execucdo e baixo
custo. (QUINN et al., 2005; SOARES et al., 2012). Neste método, uma suspensdo do
microrganismo-teste é inoculada em placa de &agar, onde discos de papel-filtro
embebidos com as solucdes de antibidticos a serem testados sdo depositados. Apds 24

horas de incubagdo, as zonas de inibigdo ao redor do disco sdo medidas,
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correlacionando os dados com a suscetibilidade ou resisténcia (RAMOS et al., 2007;
SOARES et al., 2012).

A Figura 31 ilustra um antibiograma de Escherichia coli usando crescimento
bacteriano em base &gar Miller-Hinton. Depois da aplicagdo dos discos com
antibioticos, a placa inoculada é incubada a 37°C por 18 horas. Os didmetros das zonas
de inibicho s&o medidos (mm) e correlacionados com medidas aceitas
internacionalmente para determinar a suscetibilidade ou resisténcia do isolado (QUINN
et al., 2005).

Disco com
antirnicrabiang ™.

Crescirnentio da i
bactéria-teste

Toma de mibiggo——""

Figura 31: Antibiograma de Escherichia coli em base agar.
Fonte: Adaptado de Quinn et al. (2005).

4.14 ENSAIO DE TOXICIDADE COM ALLIUM CEPA

O uso de Allium cepa como organismo-teste, originalmente descrito por Levan
(1938), como um teste biolégico para avaliar os efeitos citogenéticos da colchicina,
desde entdo tem sido utilizado para avaliar a presenga no meio ambiente de substancias
guimicas (FISKEJO, 1988) com potencial citotdxico, genotoxico e multagénico que
representam riscos diretos ou indiretos a todos os organismos vivos (SMAKA-KINCL
et al., 1996). O bioensaio com Allium cepa tem sido empregado para avaliagcdo de
amostras aguas superficiais (AMARAL et al., 2007; FERREIRA et al., 2012; SILVA,
NASCIMENTO, 2013) e efluentes (ALVIM et al., 2011; BAKARE et al., 2009;
RADIC et al., 2010) em ensaios de toxicidade devido & facilidade do manuseio e
armazenagem, além de permitir a avaliagdo de pardmetros macroscopicos como a
inibicdo do crescimento das raizes e microscopicos como: metafase, anafase e inibi¢éo
da divisdo celular (FISKEJO, 1988; LONGHIN, 2008; SMAKA-KINCL et al., 1996).
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Este ensaio também apresenta um bom desempenho quando comparado a outros
sistemas celulares, sejam eucariotos ou procariotos (FISKESJO, 1988),

As raizes das plantas sd@o muito Uteis em testes bioldgicos, pois sdo elas as
primeiras a ficarem expostas as variagdes quimicas da agua e do solo (FISKESJO,
1988). Deste modo o ensaio de inibi¢do do crescimento das raizes utilizando Allium
cepa é um método simples, sensivel e adequado para monitoramento ambiental, pois
permite a avaliagdo da toxicidade de compostos em diferentes concentragdes
(FISKESJO, 1988; SMAKA-KINCL et al., 1996). Amaral et al. (2007) avaliaram o
potencial citotoxico e genotdxico em amostras de agua da bacia do Rio Tapanhon, em
Pindamonhangaba, estado de Sdo Paulo, usando o bioensaio com Allium cepa. O indice
mitético para todas as amostras mostrou-se alterado em comparagdo ao controle,
significando que houve a estimulagéo da mitose em todas. N&o foi encontrada diferenca
estatistica entre as amostras com relacdo aberragdes cromossdmicas quando comparadas
entre si, entretanto foram observadas células com aberragfes em todos os tratamentos
quando comparadas ao controle (AMARAL et al., 2007).

O ensaio de inibigdo do crescimento de raizes dos bulbos de Allium cepa foi
utilizado por Radi¢ et al. (2010) com o intuito de avaliar os possiveis efeitos citotoxicos
e genotoxicos em amostras de cursos de dgua e efluentes industriais nas proximidades
do rio Sava (Crodcia) ao longo de um periodo de acompanhamento de trés meses.
Foram observados: diviséo celular, inducdo de mitose e aberragdes cromossomicas. As
amostras de efluentes industriais causaram resultaram em inibigdo do crescimento da
raiz em mais de 50%, diminuicdo no indice mitético em mais de 40% e um aumento
consideravel de aberragdes cromossdmicas em comparagio ao controle (RADIC et al.,
2010).

Ferreira et al. (2012) avaliaram o potencial citotoxico das dguas dos Ribeirdes
Varginha e Tabatinga, localizados, respectivamente, nos municipios de Califérnia e
Mandaguari, no Estado do Parana. Estes ribeirGes recebem efluentes industriais e
urbanos nos seus respectivos cursos. Foram utilizadas como sistema-teste as células
meristeméaticas de raiz de Allium cepa. N&o houve alteracBes, estatisticamente
significativas, pelo teste do qui-quadrado, nos indices de divisdo celular nas células de
Allium cepa, tratadas com as amostras dos ribeirbes, em relacdo ao controle
(FERREIRA et al., 2012). O potencial citotoxico e genotdxico dos efluentes bruto e
tratado de duas industrias téxteis localizadas no sul de Minas Gerais, foi investigado por

Alvim et al. (2011). Foi usado o sistema-teste Allium cepa. Os efluentes ndo
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demonstraram acdo citotoxica, entretanto a divisdo celular ocorreu de forma
desordenada, favorecendo o aumento do numero de anormalidades cromossdmicas e
caracterizando um efeito genotoxico (ALVIM et al., 2011).

Silva e Nascimento (2013) usaram a Allium cepa como bioindicador em um
ensaio de citogenotoxicidade de amostras das &guas do Rio Tieté coletadas nos
municipios de Salesdpolis-SP (nascente do rio), em Mogi das Cruzes-SP e na cidade de
Séo Paulo (Ponte da Vila Maria, Ponte das Bandeiras e Ponte dos Remédios). Os bulbos
de cebola foram expostos durante 48 horas as amostras de &gua e apds este periodo,
foram observadas ocorréncia de alteragBes nucleares (microntcleos e deformacdes
nucleares). Em quatro das cinco amostras houve formagdes significativas de alteragdes
nucleares. Apenas na amostra proveniente de Salesopolis ndo foram detectadas
alteracOes, constatando a citogenotocidade destas amostras sobre células meristematicas
radiculares de Allium cepa (SILVA; NASCIMENTO, 2013).

Bakare et al. (2009) investigaram a genotoxicidade do efluente bruto de uma
fabrica de medicamentos situada no estado de Lagos, na Nigéria, realizando quatro
bioensaios: ensaios de micronlcleos, morfologia espermética e aberracdes
cromossdmicas, todos em ratos, e também o teste de toxicidade utilizando bulbos de
Allium cepa. Foram utilizadas nos testes com Allium cepa e com animais,
respectivamente, as seguintes concentracgdes: 0,5, 1, 2,5, 5 e 10%; e 1, 5, 10, 25 e 50%
do efluente. Houve uma diferenca estatisticamente significante (p<0,05) entre a
concentracao inibitoria do crescimento da raiz da cebola e o indice mitético, e entre a
inducgéo de aberragdes cromossdmicas na cebola o mesmo teste com o rato. A avaliagdo
da morfologia espermética mostrou que a fracdo do esperma que apresentava
anormalidade foi significantemente (p<0,05) maior do que valor encontrado no controle
negativo. A analise de micronicleos demonstrou uma inducdo de eritrdcitos
policrométicos micronucleados dependendo da dose entre os grupos de estudo. Desta
forma, foi constatada a presenga de substancias toxicas e genotdxicas nas amostras de
efluente utilizadas nos experimentos. Conclui-se que o efluente farmacéutico testado é
potencialmente genotoxico e mutagénico, podendo induzir efeitos adversos na saide

dos organismos expostos a ele (BAKARE et al., 2009).
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5. MATERIAL E METODOS

A parte experimental da pesquisa foi desenvolvida no laboratério de
Enzimologia e Biocatalise Ambiental da Faculdade de Farmécia da Universidade
Federal de Goias — UFG, no laboratério de Quimica Geral do Instituto Federal de Goias
— IFG , no laboratério de Pesquisa de Produtos Naturais da Faculdade de Farmacia da
Universidade Federal de Goias — UFG, no laboratdrio da Divisdo de Quimica Organica
e Farmacéutica do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e
Agricolas (CPQBA) da Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP, e foi
dividida em 04 etapas: (1) Tratamento do efluente sintético contendo antibiéticos com o
reator de carbonizacdo hidrotermal, (2) realizagdo de antibiogramas, (3) realizacéo de

ensaio de toxicidade, (4) avaliacdo do tratamento por meio de leitura em HPLC.
5.1 ANTIBIOTICOS

A pesquisa foi realizada utilizando antibioticos adquiridos comercialmente que
possuem 0s seguintes nomes comerciais: Ampicilina Veterinaria Oral (25 mgmL™ de
ampicilina anidra), fabricado por Vetnil Ind. e Com. de Produtos Veterinarios Ltda.;
Chemitril® Injetavel 2,5% 20 mL (25 mgmL™ de enrofloxacina), fabricado por
Chemitec Agro-veterinaria Ltda.; Avitrin® Sulfa Uso Oral 10 mL (250 mgmL™ de
sulfaquinoxalina sodica), fabricado por Coveli Indlstria e Comércio Ltda.;
Terramicina®LA Solucdo Injetavel 100 mL (200 mgmL™ de oxitetraciclina
dihidratada), fabricado por Laboratérios Pfizer Ltda.; Tyladen Solugdo Antimicrobiana
Injetavel (200 mgmL™ de tilosina sob forma de base), fabricado por Sespo Industria e
Comércio Ltda.

Os padrdes primarios utilizados na pesquisa foram: ampicilina anidra 100 mg
(grau HPLC com pureza > 95,0 %, fabricante Fluka); enrofloxacina 100 mg (grau
HPLC com pureza > 99,2 %, fabricante Fluka); oxitetraciclina dihidratada 10 g (grau
HPLC com pureza > 99 %, fabricante Sigma-Aldrich®); sulfaquinoxalina 250 mg (grau
HPLC com pureza > 98,9 %, fabricante Fluka); tilosina 150 mg (grau HPLC com
pureza > 99 %, fabricante Sigma-Aldrich®).
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5.1.1 Solugdes de Antibidticos

Foram utilizadas nesta pesquisa solu¢des com concentracdo de 50 mgL™ dos
antibiéticos ampicilina, enrofloxacina, oxitetraciclina, sulfaquinoxalina e tilosina. Esta
concentragdo foi escolhida com o intuito de simular o efluente gerado ap6s a produgéo
deste medicamento na industria farmacéutica, em concentracdao similar aos utilizados
nos trabalhos de Aureliano, Silva e Cunha (2012) e na pesquisa de Buth (2009).

Foram preparadas solucdes dos antibidticos de 50 mg'L™* (ngmL™), pipetando
com o auxilio de uma micropipeta, 62,5 pL da solugdo estoque (200 mgmL™) de
oxitetraciclina e transferindo para baldo volumétrico de 250 mL. Em seguida, o baldo
volumétrico foi completado com agua Mili-Q ultrapurificada (praticamente livre de
matéria organica, sais e microrganismos) obtida pelo sistema de tratamento de agua Q-
Gard® Purification Pack da Millipore.

Na Equacéo 2 tem-se o calculo do volume pipetado da solucdo de antibidtico
oxitetraciclina (OTC), sabendo que a concentragdo final da amostra de 100 mL coletada
para tratamento em reator de carbonizaco hidrotermal foi de 50 mg'L™:

e Concentracéo Inicial da Solugéo de OTC: 200 mgmL™ (200000 ppm)
e Concentragdo Final da Solugdo de OTC: 50 mg'L™ (50 ppm)

e Volume Final da Solugdo: 250 mL

V1.C = Va.C;
V1.200000 ppm = 250 mL. 50 ppm
V1=0,0625 = 62,5 uL.

O mesmo célculo foi realizado para o preparo das solucbes dos outros
antibioticos a partir das solugdes estoque de ampicilina (25 mgmL™), enrofloxacina (25
mgmL™), sulfaquinoxalina (250 mgmL™) e tilosina (200 mgmL™).

Para realizagdo dos experimentos com o reator de CHT foi preciso ajustar o
valor de pH das solucbes da faixa de 6 a 8 para a faixa de 3 — 5 adicionando uma
solucdo 4cida. O ajuste do valor de pH nesta faixa (acido) funciona como catalisador da
reacdo durante o processo de carbonizagdo hidrotermal. Devido a isso, foram preparadas
solucdes acidas com dois &cidos diferentes conforme a pesquisa desenvolvida por
Morais (2012).

Uma solugdo de acido fosférico 10% (v/v) foi preparada pipetando 11,8 mL de

acido fosforico 85% (v/v) e diluindo com &gua ultrapurificada em um baldo volumétrico

~
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de 100,0 mL. Uma solucdo de &cido citrico 5% (p/v) foi preparada dissolvendo 12,5 g
de é&cido citrico P.A., pesado em balanca analitica, em agua ultrapurificada e
transferindo para baldo volumétrico de 250,0 mL.

A correcdo do pH foi feita da seguinte forma: Primeiramente, a solugéo do
antibidtico foi preparada. Entdo, uma aliquota de 100 mL foi transferida para o
recipiente do reator de CHT. A seguir com o auxilio de uma pipeta Pasteur e de um
pHmetro, foram adicionadas lentamente gotas da solucdo &cida na solugdo do
antibiotico ajustando até valor de pH de interesse (Figura 32). Foi utilizado um pHmetro
digital portatil modelo PH-500 do fabricante lon.

e 4

Figura 32: Correcédo do pH da solucdo de antibiético.

5.2 TRATAMENTO POR CARBONIZAGCAO HIDROTERMAL

O reator de carbonizacdo hidrotermal (CHT) utilizado nos ensaios foi
desenvolvido pelo departamento de quimica tecnoldgica do Instituto Federal de Goias -
IFG, que cedeu o direito de utilizagdo do equipamento com o requisito de que seja
mantido sigilo de informagGes quanto as especificaces técnicas e condigdes ideais de
uso. Os experimentos foram realizados no laboratério de quimica do Instituto Federal de
Goias — IFG, campus Goiania.
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5.2.1 O Reator de Carbonizacio Hidrotermal

O reator de CHT é composto por um reator, uma resisténcia e um controlador
digital de temperatura modelo N480D do fabricante Novus (Figura 33). O reator é
composto por um recipiente e uma tampa (Figura 34). O recipiente é confeccionado em
PTFE (Politetrafluoretileno, Teflon®). O volume interno do recipiente é de 256,6 mL e

o volume (til é de 150,0 mL.

Figura 34: Reator de Carbonizagdo Hidrotermal.
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5.2.1.1 Ensaios com 0 Reator de Carbonizag¢édo Hidrotermal

Os ensaios com o reator de carbonizagdo hidrotermal foram realizados
conforme planejamento fatorial (Quadro 18) com o intuito de avaliar a influéncia dos
pardmetros pH e temperatura na remocdo dos antibioticos no efluente sintético. Os
experimentos com reator foram realizados da seguinte forma: ap6s a lavagem e
esterilizagdo do recipiente e tampa, foram colocados dentro do reator 150,0 mL da
solucdo de antibidtico com pH corrigido para a faixa 3 — 5, ap6s a adigdo da solucdo
acida, e em seguida, foi colocada a tampa do recipiente e esta foi entdo rosqueada.

O recipiente foi fechado e foi utilizada manta de 1a de rocha ao redor do reator
com o intuito de evitar a perda de calor. Uma resisténcia foi colocada ao redor do reator.
A temperatura interna foi medida com um termometro digital (tipo termopar) inserido
na lateral do reator. O aquecimento foi ligado e entdo a temperatura superficial do reator
foi monitorada no mostrador digital do controlador de temperatura. O controlador de
temperatura foi configurado para que a cada 1 minuto ocorresse a elevagdo de 5°C na
temperatura superficial do reator. O tempo dos experimentos variou de 90 a 120
minutos. Entdo, para que reator atinjisse uma temperatura de 180°C partindo da
temperatura ambiente, foram necessarios pelo menos 30 minutos. A temperatura
maxima da resisténcia é de 250°C. A presséo interna do reator ndo foi monitorada.

Em estudos anteriores com o reator de carbonizagédo hidrotermal na degradagéo
de hormdnios sexuais sintéticos, foram determinadas as melhores condi¢Ges para inicio
do tratamento: temperatura na superficie do reator: 180-190°C; temperatura na base do
reator: 200-240°C; pressdo interna do reator: 12-20 bar; catalisador: &cido fosforico
(MORAIS, 2012).

Depois de finalizar o experimento, aguardou-se o reator esfriar até a
temperatura ambiente para que a pressdo interna do reator se igualasse a pressdo
atmosférica, possibilitando assim a saida de gases e vapor gerado durante o processo. O
tempo necessério para que o reator atingisse a temperatura ambiente a partir de uma
temperatura de 180°C foi de 8 a 10 horas.

Logo em seguida, a tampa do reator foi removida. Entdo, o efluente foi
coletado em béquer de vidro de 500,0 mL e foi transferido para um frasco de vidro do
tipo Schott de 250,0 mL devidamente limpo com &gua ultrapurificada e sab&o alcalino e
desinfetado com &lcool 70% (v/v). O frasco foi fechado, identificado e armazenado em

geladeira a 4°C para posterior andlise em HPLC e realizacdo de teste de sensibilidade
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antimicrobiana (TSA). Posteriormente & realizacdo de cada ensaio, o reator (recipiente e
tampa) e outros utensilios utilizados foram lavados, desinfetados e secos para a
realizacdo do proximo experimento. O reator (recipiente e tampa) foi devidamente

lavado, sanitizado e seco para que outra amostra pudesse ser tratada.

Quadro 18: Planejamento fatorial 3> dos experimentos com reator de CHT.

Variavel Nivel (-) Nivel (o) Nivel (+)
pH 3 4 5
Temperatura (°C) 180 190 200
Catalisador Acido Citrico : Acido Fosforico

. Variaveis

Experimentos .

pH Temperatura Catalisador

1 - - -
2 - ° -
3 - + -
4 - - +
5 ° +
6 - + +
7 ) - -
8 ° ° -
9 ° + -
10 [ J - +
11 ° ° +
12 ° + +
13 + - -
14 + o -
15 + + -
16 + - +
17 + +
18 1 1

Com o intuito de verificar o potencial de decomposicdo hidrotermal do
antibidtico oxitertraciclina, foi realizado o Experimento 01 com a oxitetraciclina nas
seguintes condi¢@es: volume da solugéo = 150,0 mL; pH da solugdo = 3,23 (corrigido
com solucédo de acido citrico a 5%); concentracdo de oxitetraciclina na solugdo = 200
mgL™; tempo de reacdo de CHT = 150 minutos; temperatura méxima superficial do
reator de CHT = 220°C (Quadro 19).
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Quadro 19: Condigdes do experimento realizado para avaliagdo do potencial do

reator de carbonizacdo hidrotermal na decomposicéo da oxitetraciclina

EXPERIMENTO 01 = OXITETRACICLINA

Condig0es iniciais:
Volume = 150 mL; Concentragéo = 200 mg'L™*; pH = 3,0 (Solucéo de Acido Citrico 5%)

Amostra pH Tempo de reacgdo (min) Temperatura Méaxima (°C)

N°. 01 3,23 150 220

5.3 ANTIBIOGRAMA

de

Foram realizados antibiogramas com o intuito de verificar o potencial do reator

carbonizacdo hidrotermal na decomposi¢do dos antibidticos ampicilina,

enrofloxacina, oxitetraciclina, sulfaquinoxalina e tilosina.

5.3.1 MICRODILUICAO EM CALDO

As amostras, ap0s o tratamento com o reator, foram levadas para o laboratdrio

de Pesquisa de Produtos Naturais da Faculdade de Farmécia da UFG para realizacéo de
antibiograma. As amostras do efluente sintético bruto e tratado foram acondicionadas
em geladeira a 4°C até a realizagdo do teste. O antibiograma foi realizado pelo método

da microdiluicdo em caldo por meio do teste de difuséo em pogo conforme

recomendacéo do CLSI (2006):

O indculo foi preparado a partir de cultura em agar ASI e incubado a 37°C por 24 h
em 2 mL de solugdo salina até a obtencdo de uma turvacéo equivalente a 0,5 na escala
MacFarland;

Foram utilizadas cepas de bactérias ATCC;

Este ensaio foi realizado em microplaca estéril de 96 cavidades com fundo em “U”;
Primeiramente foi preparada uma solugdo de 1000 pgL™ partindo-se da solugdo 50
mg'L‘l de cada um dos antibacterianos;

Essa solugdo 1000 ugL™ foi obtida pipetando-se 1,0 mL da solucdo 50 mgL™ dos
antibioticos e diluindo-se em um baldo volumétrico de 100 mL com agua
ultrapurificada;

Os orificios da microplaca foram preenchidos com 100 pL de caldo Miiller-Hinton;
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« Uma aliquota de 100 uL da solucdo 500 pgmL™ de cada um dos antibiéticos foi
adicionada ao primeiro poco da linha A e homogeneizada, obtendo a concentragéo
inicial de 500 ug'L™ para o efluente puro (EP);

» Em seguida, uma aliquota de 100 uL do contetdo do primeiro orificio da linha A foi
transferida para o orificio seguinte da mesma linha, e apds homogeneizagéo, 0 mesmo
volume foi transferido para o proximo orificio, e assim sucessivamente de modo que a
seja obtida concentracdo decrescente do poco anterior em relacdo ao seguinte até o
final da linha B (500, 250, 125 pgL™, etc.);

» Foram adicionados 100 pL do efluente tratado (ET) no primeiro pogo da linha C e foi
realizado o mesmo procedimento de diluigéo realizado nas linhas A e B até o final da
linha C;

* Em seguida, 20 pL do in6culo microbiano na concentragdo 0,5 da escala de
McFarland diluidos 1/10 em salina estéril (0,9%) foram adicionados em todos os
orificios;

* A concentragdo inibitéria minima (CIM) foi definida como a maior diluicdo do
antibidtico capaz de inibir o crescimento microbiano, isso foi verificado no orificio
onde n&o se verificou o desenvolvimento de coloragéo vermelha;

« As linhas G e H foram utilizadas como controle da esterilidade das substancias
em amostra, onde foram adicionados aos pocos dessas linhas apenas o meio de
cultura e as solugdes do efluente puro e tratado, respectivamente;

« As microplacas apds a inoculagdo foram incubadas a 35°C por 18 horas.

5.4 ENSAIO DE TOXICIDADE COM ALLIUM CEPA

Com o intuito de realizar ensaio de germinagdo com Allium cepa, foram
adquiridas comercialmente em lojas de produtos agropecuéarios sementes de cebola
(Allium cepa) da variedade baia periforme, marca TopSee Garden.

Os experimentos foram realizados conforme método de “blotter” de acordo com
Rodo (2002), com adaptagdes. Em uma caixa de papeldo foram colocadas sementes de
Allium cepa para germinar em temperatura ambiente e protegidas da luz solar direta,

dentro de placas de Petri forradas com papel filtro embebido com 4,0 mL das amostras
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do estudo. Todos os dias, por 7 dias, foram adicionados 1,5 mL da solucéo de interesse
na placa de Petri com 0s seguintes experimentos:

Grupo |: Controle negativo (agua destilada);

Grupo 1l: Solugdes dos antibioticos sem qualquer tratamento (solugdes com
concentracdo 50 mg.mL™);

Grupo IlI: SolugBes dos antibidticos ap6s tratamento com carbonizagdo
hidrotermal.

Em cada placa foram colocadas 10 sementes para germinar, conforme Figura 35.
A contagem das sementes germinadas, por tratamento, foi feita diariamente, sempre a
mesma hora, durante 7 dias. Ao final do tratamento, ap6s os 7 dias de germinacao,

foram medidos o comprimento dos brotos com o auxilio de um paquimetro.

Figura 35: Placa de Petri contendo 10 sementes de Allium cepa para o ensaio de
toxicidade.

5.5 ANALISE DOS ANTIBIOTICOS COM HPLC

As analises de concentracdo inicial e final do antibidtico por cromatografia liquida de
alta eficiéncia ou HPLC foram realizadas no Laboratério da Divisdo de Quimica
Organica e Farmacéutica do Centro de Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agricolas
(CPQBA) da Unicamp.

Dados do HPLC: Sistema Cromatogréfico Alliance Waters 2695, constituido por
bomba quaternaria, Detector de Arranjo de Diodos (DAD) Waters 2996. Foi utilizado o
software Empower 2 Software 2005 para realizar a integralizacdo dos picos dos

cromatogramas. Foi utilizada em todas as analises a coluna Chromolith® Performance
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RP-18 (100 x 3,0 mm). Seguem as condi¢Oes cromatogréficas e referéncias utilizadas

para cada um dos antibidticos analisados:

a)

b)

Ampicilina:

Coluna: Chromolith® Performance RP-18 (100 x 3,0 mm);

Comprimento de onda: 215 nm;

Fase movel: Tampéo fosfato de potéssio dibésico pH 3,7 e metanol (80:20);
Sistema isocratico;

Vazdo: 1,2 mL'min™;

Temperatura: 35°C;

Volume de Inje¢éo: 5 pul

(CIONE; LIBERALE; SILVA, 2010)

Enrofloxacina

Coluna: Chromolith® Performance RP-18 (100 x 3,0 mm);
Comprimento de onda: 280 nm;

Fase movel: Acido Férmico 0,1% (v/v) e acetonitrila (92:8);
Sistema isocratico;

Vazdo: 1,5 mL'min™;

Temperatura: 40°C;

Volume de Injecéo: 10 uL

(REZENDE, 2012).

Oxitetraciclina:

Coluna: Chromolith® Performance RP-18 (100 x 3,0 mm);
Comprimento de onda: 275 nm;

Fase movel: 4cido oxalico 0,01 mol'L™ pH 3,0 e metanol (85:15);
Sistema isocratico;

Vazo: 0,5 mL'min™;

Temperatura: 30°C;

Volume de Injegéo: 10 uL

(PAPADOYANNIS; SOMANIDOU; KOVATSI, 2000):
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c) Sulfaquinoxalina:
e Coluna: Chromolith® PerformanceH RP-18 (100 x 3,0 mm);
e Comprimento de onda: 248 nm;
e Fase movel: acido formico 0,1% (v&) e metanol (70:30);
e Sistema isocratico;
e Vazio: 1,0 mL'min™;
e Temperatura: 40°C;
e Volume de Injecdo: 10 uL
(DORETTO; PERUCHI; RATH, 2014).

d) Tilosina:
e Coluna: Chromolith® PerformanceH RP-18 (100 x 3,0 mm);
e Comprimento de onda: 280 nm;
e Fase movel: solucio Na;PO, 0,04 mol'L™ pH 2,4 e acetonitrila (75:25);
e Sistema isocratico;
e Vazdo: 0,5 mL'min?;
e Temperatura: 30°C;
e Volume de Injecdo: 10 uL
(PRATS etal., 2001).

As amostras foram previamente passadas em filtro Millex® Millipore com 0,45um de
poro. Entdo, as amostras foram colocadas no carrossel do equipamento, onde também
passam por membrana de 0,22 um antes de serem injetadas. A filtragdo remove
particulas solidas e gases presentes nas amostras. O software Empower 2 Software
2005, programa controlador do cromatografo, possui um programa destinado a
integracdo dos picos e tratamento de dados referentes as anélises. Este programa, por
intermédio de recursos analiticos e estatisticos, elimina e distingue ruidos de picos e
identifica o analito em estudo, permitindo a integracdo de seu pico e quantificacdo
posterior da sua presencga.

A eficiéncia do tratamento foi calculada de acordo com a Equacdo (3).
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Gi - Cf
E=[2""11x100
a5 "

Onde:
E: Eficiéncia (%)
Ci: Concentragdo Inicial (mgL™)

Cf: Concentragéo Final (mgL™)

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

As avaliacbes da decomposicdo dos antibidticos ampicilina, enrofloxacina,
oxitetraciclina, sulfaguinoxalina e tilosina s&o muito importantes, haja visto que
concentracdes baixas de antimicrobianos no meio ambiente sdo capazes de promover o
desenvolvimento de cepas bacterianas multi-resistentes.

O processo de carbonizagdo hidrotermal envolve uma fase de monomerizagéo da
matéria orgénica, seguida de processo de polimerizacdo, depois deste é obtido um
carvao desidratado com um alto poder calorifico e dgua por unido das moléculas de
hidrogénio e oxigénio que perderam as cadeias de hidrocarbonetos. O objetivo é
encontrar condigbes mais amenas de temperatura e pressdo, e menor tempo reacional,
com o intuito de que esse processo possa a ser usado no tratamento de efluentes e dguas
contaminadas com antibidticos. Os antibidticos sdo substéncias recalcitrantes e podem
exercer efeitos toxicos a organismos aquaticos, como é o caso das penicilinas segundo
Balcioglu e Otker (2003). Além de que mesmo presentes em baixas concentragdes, 0s
antibiéticos promovem o desenvolvimento de cepas bacterianas resistentes aos

antimicrobianos utilizados atualmente.

(3)
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6.1 ENSAIOS COM O REATOR DE CARBONIZACAO HIDROTERMAL

O Experimento 01 realizado para saber o potencial do reator de carbonizacgdo
hidrotermal na decomposicdo do antibidtico oxitetraciclina foi considerado satisfatério,
haja visto que reduziu a atividade antimicrobiana no efluente puro néo tratado (EP)
(>100 pgmL™) em 75% em comparagéo ao efluente tratado (ET) (25 pgmL™) (Figura
36).

Uma observacdo importante foi o desenvolvimento de coloragdo marrom-
amarelada resultante amostra tratada pelo processo de carbonizagéo hidrotermal (Figura
37), em virtude do processo de carbonizacdo dos compostos em solugdo. A amostra

também apresentou odor acido moderado.

Figura 36: Placa utilizada no teste de difusdo em poco apds incubacdo. Oxitetraciclina
antes do tratamento (EP) e apds tratamento em reator de CHT (ET) frente ao micro-
organismo E.coli.

Levando em conta as condigdes deste experimento, uma planta em escala
industrial do reator de carbonizacdo hidrotermal para tratamento de efluentes, devera
observar a necessidade de um processo para remogao de cor, como por exemplo, carvao
ativado em po, que pode aumentar uma etapa no processo de tratamento e 0s custos da

operacao.
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Figura 37: Aspecto da solucéo depois e antes do tratamento de carbonizagéo
hidrotermal.

Depois de confirmado o potencial do sistema de CHT na decomposic¢do do
antibidtico oxitetraciclina, foram realizados os Experimentos 02 a 09 com outros
antibiéticos, tempo de reacdo e pH diferentes, conforme os Quadros 20 e 21. Os
Experimentos 02 a 09 foram testados quanto a redu¢do da atividade antibacteriana dos

antimicrobianos com a realizacdo de antibiogramas.

Quadro 20: Condigdes dos experimentos realizados para avaliagdo do potencial
do reator de carbonizag¢do hidrotermal na decomposi¢do dos antibioticos
ampicilina, enrofloxacina e oxitetraciclina.

EXPERIMENTO 02 = AMPICILINA

Condig0es iniciais:

Volume = 150 mL; Concentracdo = 500 mg'L™*; pH = 4,0 (Solucédo de Acido Citrico 5%)

Amostra pH Tempo de reacdo (min) | Temperatura Maxima (°C)

N°. 01 4,05 120 194

EXPERIMENTO 03 = ENROFLOXACINA

Condig0es iniciais:

Volume = 150 mL; Concentracdo = 500 mg'L™; pH = 4,0 (Solucédo de Acido Citrico 5%)

Amostra pH Tempo de reacdo (min) | Temperatura Maxima (°C)

N°. 01 4,01 120 192

EXPERIMENTO 04 = OXITETRACICLINA

Condig0es iniciais:

Volume = 150 mL; Concentracdo = 500 mg'L™*; pH = 4,0 (Solucédo de Acido Citrico 5%)

Amostra pH Tempo de reagéo Temperatura Maxima (°C)
(min)

N°. 01 4,03 120 193
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Quadro 21: Condicdes dos experimentos realizados para avaliacdo do potencial do
reator de carbonizacdo hidrotermal na decomposicao dos antibioticos ampicilina,
enrofloxacina, oxitetraciclina, sulfaguinoxalina e tilosina.

EXPERIMENTO 05 = SULFAQUINOXALINA

Condig0es iniciais:

Volume = 150 mL; Concentragdo = 500 mg'L™!; pH = 4,0 (Solugédo de Acido Citrico 5%)

Amostra pH Tempo de reacdo (min) Temperatura Maxima (°C)

N°. 01 4,08 120 191

EXPERIMENTO 06 = TILOSINA

Condig0es iniciais:

Volume = 150 mL; Concentracdo = 500 mg'L™; pH = 4,0 (Solucédo de Acido Citrico 5%)

Amostra pH Tempo de reacdo (min) Temperatura Maxima (°C)

N°. 01 4,02 120 192

EXPERIMENTO 07 = AMPICILINA

Condig0es iniciais:

Volume = 150 mL; Concentracdo = 500 mg'L™; pH = 3,0 (Solucdo de Acido Fosférico 10%)

Amostra pH Tempo de reacdo (min) Temperatura Maxima (°C)

N°. 01 3,07 120 193

EXPERIMENTO 08 = ENROFLOXACINA

Condig0es iniciais:

Volume = 150 mL; Concentracdo = 500 mg'L™; pH = 3,0 (Solucédo de Acido Fosférico 10%)

Amostra pH Tempo de reacdo (min) Temperatura Maxima (°C)

N°. 01 3,03 120 192

EXPERIMENTO 09 = OXITETRACICLINA

Condig0es iniciais:

Volume = 150 mL; Concentracdo = 500 mg'L™; pH = 3,0 (Solucédo de Acido Fosférico 10%)

Amostra pH Tempo de reacdo (min) Temperatura Maxima (°C)

N°. 01 3,01 120 194

Nos Experimentos 2 (ampicilina), 3 (enrofloxacino), 4 (oxitetraciclina), 5
(sulfaquinoxalina) e 6 (tilosina) foram utilizados o mesmo catalisador (&cido citrico),
pH (4,0), temperatura (195+5°C) e tempo de reacdo (120 minutos) (Figuras 38, 39 e 40).
Foi observado o desenvolvimento da coloragdo marrom-amarelada no Experimento 4
(Figura 39). A coloragéo da solucéo do Experimento 5 (Figura 39) apresentou coloragéo
levemente amarelada, apds o tratamento com CHT. O odor &cido moderado irritante foi
percebido em todas as amostras. Porém, nos Experimentos 7 (ampicilina), 8
(enrofloxacino) e 9 (oxitetraciclina) nos quais foram utilizados catalisador diferente

(&cido fosfdrico), mesmo tempo de reagdo (120 minutos), temperatura igual (195+5°C) e
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pH diferente (3,0) ndo foi observado o desenvolvimento de odor &cido moderado
irritante. O odor &cido desenvolvido é possivelmente devido a formacéao de fragdes de
aldeido. O acido citrico foi utilizado na corre¢do do pH nos Experimentos 1, 2, 3,4,5¢
6, e por isso nos experimentos subsequentes ndo foi observado o odor acido moderado
irritante. Observando isso, a implantacdo de uma planta industrial de tratamento de
efluentes contendo antibidticos, o &cido fosforico apresenta mais vantagens operacionais

quando comparado ao &cido citrico.

= £\

=

Figura 38: Aspecto das solugbes dos Experimentos 2 e 3 antes e depois do tratamento de
carbonizacao hidrotermal.

EXPERIMENTO
N°. 5 ANTES EXPERIMENTO
- N°. 5 DEPOIS

Figura 39: Aspecto das solugbes dos Experimentos 4 e 5 antes e depois do tratamento de
carbonizacao hidrotermal.



Figura 40: Aspecto das solucdes do Experimento 6 antes e depois do tratamento de

carbonizacao hidrotermal.
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Apos os Experimentos 02 a 09 terem sido realizados e comprovada a reducéo da

atividade antibacteriana dos antibiéticos testados no reator de CHT mediante a

realizacdo de antibiogramas, foram realizados novamente outros ensaios com o reator

com o intuito de quantificar a eficiéncia do tratamento com analises em HPLC-DAD.

Foram utilizadas nos Experimentos N° 10 a 35, concentracGes, pH e temperaturas

diferentes. Os Quadros 22 a 32 demonstram as condicgdes de realizagdo dos ensaios com

o reator de CHT.

Quadro 22. Condicdes do ensaio realizado com o reator de CHT para

decomposicao do antibio6tico oxitetraciclina.

EXPERIMENTO 10 = OXITETRACICLINA

Condig0es iniciais:

Volume = 150 mL; Concentracdo = 50 mg'L™; pH = 3,0 (Solugédo de Acido Citrico 5%)

Amostra | pH | Tempo de reagdo (min) Temperatura Maxima (°C)
N°. 01 | 3,09 120 183
N°. 02 | 3,06 120 182
N°. 03 | 3,08 120 180
Média | 3,08 120 182
DP 0,01 0 1,25
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Quadro 23. CondigOes dos ensaios realizados com o reator de CHT para
decomposicdo do antibidtico oxitetraciclina.

EXPERIMENTO 11 =& OXITETRACICLINA

Condig0es iniciais:

Volume = 150 mL; Concentracdo = 50 mg'L™; pH = 4,0 (Solucdo de Acido Citrico 5%)

Amostra | pH Tempo de reagéo Temperatura Maxima (°C)
Ne°. 01 4,05 ,léO\ 183
N°. 02 | 4,02 120 181
N°. 03 | 4,01 120 182
Média | 4,03 120 182
DP 0,02 0 0,82

EXPERIMENTO 12 & OXITETRACICLINA

Condig0es iniciais:

Volume = 150 mL; Concentracdo = 50 mg'L™; pH = 5,0 (Solucdo de Acido Citrico 5%)

Amostra | pH Tempo de reacao Temperatura Maxima (°C)
N°. 01 | 5,02 120 180
N°. 02 5,03 120 183
N°. 03 5,01 120 180
Média | 5,02 120 181
DP 0,01 0 1,41

EXPERIMENTO 13 = OXITETRACICLINA

Condig0es iniciais:

Volume = 150 mL; Concentracdo = 50 mg'L™; pH = 7,0 (Solucdo de Acido Fosférico

10%)
Amostra | pH Tempo de reagéo Temperatura Maxima (°C)
N°. 01 | 7,01 0 184
N°. 02 7,08 120 182
N°. 03 7,05 120 183
Média 7,05 120 183
DP 0,04 0 0,82

EXPERIMENTO 14 = OXITETRACICLINA

Condig0es iniciais:
Volume = 150 mL; Concentragéo = 50 mg'L™; pH = 3,0 (Solugo de Acido Fosférico 10%)

Amostra pH Tempo de reagdo Temperatura Maxima (°C)
Ne°. 01 3,05 90 174
Ne. 02 3,10 90 170
N°. 03 3,08 90 172
Média 3,08 90 172
DP 0,03 0 1,63




Quadro 24. CondigOes dos ensaios realizados com o reator de CHT para
decomposicao do antibi6tico enrofloxacina.

EXPERIMENTO 15 & ENROFLOXACINA

Condig0es iniciais:
Volume = 150 mL; Concentragéo = 50 mg'L™; pH = 3,0 (Solugdo de Acido Fosférico 10%)

Amostra pH Tempo de reacdo (min) Temperatura Maxima (°C)
No. 01 3,01 120 183
No. 02 3,07 120 181
N°. 03 3,09 120 184
Média 3,06 120 183
DP 0,03 0 1,25

EXPERIMENTO 16 & ENROFLOXACINA

Condig0es iniciais:
Volume = 150 mL; Concentragéo = 50 mg'L™; pH = 4,0 (Solugdo de Acido Fosférico 10%)

Amostra pH Tempo de reacdo (min) Temperatura Maxima (°C)
No. 01 4,08 120 181
No. 02 4,06 120 183
N°. 03 4,09 120 180
Média 4,08 120 181
DP 0,02 0 1,25

EXPERIMENTO 17 = ENROFLOXACINA

Condig0es iniciais:
Volume = 150 mL; Concentracdo = 50 mg'L*; pH = 5,0 (Solucéo de Acido Fosférico 10%)

Amostra pH Tempo de reacdo (min) Temperatura Méaxima (°C)
Ne. 01 5,06 120 183
No. 02 5,09 120 181
N°. 03 5,04 120 181
Média 5,06 120 182
DP 0,03 0 0,94

EXPERIMENTO 18 = ENROFLOXACINA

Condig0es iniciais:
Volume = 150 mL; Concentracéo = 200 mg'L™*; pH = 3,0 (Solugéo de Acido Fosférico 10%)

Amostra pH Tempo de reacdo (min) Temperatura Méaxima (°C)
Ne. 01 3,10 120 203
No. 02 3,06 120 205
N°. 03 3,02 120 202
Média 3,06 120 203
DP 0,03 0 1,25
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Quadro 25. CondigOes dos ensaios realizados com o reator de CHT para
decomposicao do antibi6tico enrofloxacina.

EXPERIMENTO 19 & ENROFLOXACINA

Condig0es iniciais:
Volume = 150 mL; Concentracéo = 200 mg'L™*; pH = 4,0 (Solugéo de Acido Fosférico 10%)

Amostra pH Tempo de reacdo (min) | Temperatura Maxima (°C)
Ne. 01 4,05 90 203
No. 02 4,03 90 200
N°. 03 4,01 90 202
Média 4,03 90 202
DP 0,02 0 1,25

EXPERIMENTO 20 & ENROFLOXACINA

Condig0es iniciais:
Volume = 150 mL; Concentracéo = 200 mg'L™*; pH = 7,0 (Solugéo de Acido Fosférico 10%)

Amostra pH Tempo de reacdo (min) Temperatura Méaxima (°C)
No. 01 6,99 120 182
No. 02 7,06 120 180
N°. 03 7,03 120 181
Média 7,03 120 181
DP 0,04 0 0,82

Quadro 26. CondigOes dos ensaios realizados com o reator de CHT para
decomposicao do antibiético ampicilina.

EXPERIMENTO 21 = AMPICILINA

Condig0es iniciais:
Volume = 150 mL; Concentragédo = 50 mg'L™; pH = 3,0 (Solugdo de Acido Fosférico 10%)

Amostra pH Tempo de reacdo (min) Temperatura Maxima (°C)
N°. 01 3,02 120 184
No. 02 3,06 120 180
N°. 03 3,02 120 183
Média 3,03 120 182
DP 0,02 0 1,70

EXPERIMENTO 22 = AMPICILINA

Condig0es iniciais:
Volume = 150 mL; Concentragdo = 50 mg'L™; pH = 4,0 (Solugdo de Acido Fosférico 10%)

Amostra pH Tempo de reacdo (min) Temperatura Maxima (°C)
N°. 01 4,02 120 183
No. 02 4,08 120 181
N°. 03 4,01 120 184
Média 4,04 120 183
DP 0,04 0 1,25




Quadro 27. CondigOes dos ensaios realizados com o reator de CHT para
decomposicao do antibiético ampicilina.
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EXPERIMENTO 23 = AMPICILINA

Condig0es iniciais:
Volume = 150 mL; Concentragdo = 50 mg'L™; pH = 5,0 (Solugdo de Acido Fosférico 10%)

Amostra pH Tempo de reacdo (min) | Temperatura Maxima (°C)
No. 01 5,02 120 182
No. 02 5,06 120 183
N°. 03 5,00 120 185
Média 5,03 120 183
DP 0,03 0 1,53

EXPERIMENTO 24 = AMPICILINA

Condig0es iniciais:
Volume = 150 mL; Concentragdo = 60 mg'L™*; pH = 7,0 (Solucéo de Acido Fosférico 10%)

Amostra pH Tempo de reagdo (min) | Temperatura Maxima (°C)
No. 01 7,00 120 181
No. 02 7,04 120 183
N°. 03 7,02 120 182
Média 7,02 120 182
DP 0,02 0 1,00

EXPERIMENTO 25 = AMPICILINA

Condig0es iniciais:
Volume = 150 mL; Concentracéo = 60 mg'L™; pH = 4,0 (Solucéo de Acido Fosforico 10%)

Amostra pH Tempo de reagdo (min) | Temperatura Maxima (°C)
No. 01 4,08 90 204
No. 02 4,04 90 201
N°. 03 4.02 90 203
Média 4,06 90 203
DP 0,02 0 1,25

Quadro 28. CondigOes dos ensaios realizados com o reator de CHT para
decomposicao do antibidtico sulfaguinoxalina.

EXPERIMENTO 26 = SULFAQUINOXALINA

Condig0es iniciais:
Volume = 150 mL; Concentragéo = 30 mg'L™; pH = 3,0 (Solugo de Acido Fosférico 10%)

Amostra pH Tempo de reacdo (min) | Temperatura Maxima (°C)
N°. 01 3,09 120 183
No. 02 3,05 120 184
N°. 03 3,08 120 180
Média 3,07 120 182
DP 0,02 0 1,70




Quadro 29. Condicdes do ensaio realizado com o reator de CHT para

decomposicao do antibiético sulfaguinoxalina.
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EXPERIMENTO 27 = SULFAQUINOXALINA

Condig0es iniciais:

Volume = 150 mL; Concentragéo = 30 mg'L™; pH = 4,0 (Solugdo de Acido Fosférico 10%)

Amostra pH Tempo de reacdo (min) | Temperatura Maxima (°C)
N°. 01 4,02 120 180
No. 02 4,03 120 184
N°. 03 4,09 120 183
Média 4,05 120 182
DP 0,04 0 1,70

EXPERIMENTO 28 = SULFAQUINOXALINA

Condig0es iniciais:

Volume = 150 mL; Concentracdo = 30 mg'L}; pH = 5,0 (Solucéo de Acido Fosférico 10%)

Amostra pH Tempo de reacdo (min) | Temperatura Maxima (°C)
No. 01 5,07 120 184
No. 02 5,05 120 182
N°. 03 5,07 120 185
Média 5,07 120 184
DP 0,01 0 1,25

EXPERIMENTO 29 = SULFAQUINOXALINA

Condig0es iniciais:

Volume = 150 mL; Concentragéo = 80 mg'L™; pH = 7,0 (Solugo de Acido Fosférico 10%)

Amostra pH Tempo de reacdo (min) | Temperatura Maxima (°C)
No. 01 7,03 120 180
No. 02 7,05 120 184
N°. 03 7,01 120 181
Média 7,03 120 182
DP 0,02 0 1,70

Quadro 30. Condicao do ensaio realizado com o reator de CHT para decomposic¢éo

do antibidtico tilosina.

EXPERIMENTO 30 = TILOSINA

Condig0es iniciais:

Volume = 150 mL; Concentracéo = 60 mg'L™; pH = 3,0 (Solucéo Acido Fosférico 10%)

Amostra pH Tempo de reacdo (min) | Temperatura Maxima (°C)
No. 01 3,04 120 184
No. 02 3,05 120 182
N°. 03 3,01 140 183
Média 3,03 120 183
DP 0,02 0 0,82




Quadro 31. Condiges dos ensaios realizados com o reator de CHT para
decomposicao do antibiotico tilosina.
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EXPERIMENTO 31 = TILOSINA

Condig0es iniciais:
Volume = 150 mL; Concentragéo = 60 mg'L™; pH = 4,0 (Solugdo de Acido Fosférico 10%)

Amostra pH Tempo de reacdo (min) | Temperatura Maxima (°C)
No. 01 4,09 120 183
No. 02 4,00 120 180
N°. 03 4,03 120 183
Média 4,04 120 182
DP 0,05 0 1,41

EXPERIMENTO 32 = TILOSINA

Condig0es iniciais:
Volume = 150 mL; Concentragéo = 60 mg'L™; pH = 5,0 (Solugdo de Acido Fosférico 10%)

Amostra pH Tempo de reacdo (min) | Temperatura Maxima (°C)
No. 01 5,01 120 182
No. 02 5,06 120 180
No. 03 5,02 120 183
Média 5,03 120 182
DP 0,03 0 1,25

EXPERIMENTO 33 = TILOSINA

Condig0es iniciais:
Volume = 150 mL; Concentragéo = 50 mg'L™; pH = 7,0 (Solugdo de Acido Fosférico 10%)

Amostra pH Tempo de reacdo (min) | Temperatura Maxima (°C)
No. 01 7,05 120 183
No. 02 7,02 120 182
No. 03 7,08 120 184
Média 7,05 120 183
DP 0,03 0 0,82

EXPERIMENTO 34 = TILOSINA

Condig0es iniciais:
Volume = 150 mL; Concentragéo = 50 mg'L™; pH = 3,0 (Solugdo de Acido Fosférico 10%)

Amostra pH Tempo de reacdo (min) | Temperatura Maxima (°C)
No. 01 3,05 90 184
No. 02 3,08 90 182
No. 03 3,01 90 180
Média 3,05 90 182
DP 0,04 0 1,63
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Quadro 32. Condicao do ensaio realizado com o reator de CHT para decomposic¢éo
do antibidtico tilosina

EXPERIMENTO 35 = TILOSINA
Condig0es iniciais:
Volume = 150 mL; Concentragdo = 50 mg'L™; pH = 4,0 (Solugéo de Acido Fosférico 10%)
Amostra pH Tempo de reacdo (min) | Temperatura Maxima (°C)
No. 01 4,00 90 182
No. 02 4,03 90 180
No. 03 4,05 90 183
Média 4,03 90 182
DP 0,03 0 1,25

6.2 TESTE DE SUSCEPTIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS

Foi realizado o teste de susceptibilidade & antimicrobianos de acordo com a
recomendagdo do CLSI (2006) com o intuito de verificar o potencial da reagéo
hidrotermal na decomposi¢do dos antibiéticos ampicilina (AMP), enrofloxacina (ENR),
oxitetraciclina (OTC), sulfaquinoxalina (SQX) e tilosina (TIL). Foram utilizadas as
seguintes cepas bacterianas derivadas de cepas padrdo ATCC (American Type Culture
Collection): Escherichia coli (ATCC 8739), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027),
Salmonella spp. (ATCC 19430), Seratia marcenses (ATCC 14756), Staphylococcos
aureus (ATCC 6538) e Staphylococcos epidermidis (ATCC 12229). A concentragéo
inicial dos antibi6ticos no primeiro teste foi de 100 pgmL™, enquanto nos outros testes
foi utilizada a concentragéo de 125 pgmL™ (Quadros 33, 34, 35 e 36).

Quadro 33: Teste de microdilui¢cdo em caldo apds o Experimento N° 1 realizado
com o intuito de verificar o potencial de degradacdo de antibioticos pelo sistema de

CHT.
L _ 5 CIM (ngmL™
Antibidtico Experimento Concentracéo (ug'mL'l) (Pg_ ).
Escherichia coli
OoTC 100 25
OTC ap6s CHT 1 na >100

OTC: oxitetraciclina, CIM: concentracdo inibitéria minima, na: concentracdo ndo avaliada.



Quadro 34: Teste de microdilui¢cdo em caldo dos antibiéticos frente aos micro-
organismos S.aureus e E.coli.

L : . CIM (ugmL™)
Antibiotico  Experimento  Concentracédo (ngmL™) .
E. coli S. aureus

AMP 125 15,62 > 125
AMP apds CHT 2 na 62,5 > 125

ENR 125 0,48 0,48
ENR ap6s CHT 3 na 1,95 1,95

OoTC 125 31,25 31,25
OTC ap6s CHT 4 na > 125 > 125

SQX 125 > 125 > 125
SQX ap6s CHT 5 na > 125 > 125

TIL 125 > 125 > 125
TIL ap6s CHT 6 na > 125 > 125

AMP: ampicilina, ENR: enrofloxacina, OTC: oxitetraciclina, SQX: sulfaquinoxalina, TIL: tilosina, CIM:

concentracdo inibitéria minima, na: ndo avaliada.

Quadro 35: Teste de microdilui¢cdo em caldo dos antibiéticos frente aos micro-
organismos Pseudomonas aeruginosa (PA), Salmonella spp. (SS), Seratia Marcenses
(SM) e Staphylococcos epidermidis (SE).

Antibi6tico Experimento Concgntr{;\lgao CIM (ugmL")
(ngmL™) PA SS SM SE
SQX 125 31,25 1,95 15,62 <0,12
SQX ap6s CHT 5 na 125 31,25 250 250
TIL 125 <0,12 <0,12 <0,12 <0,12
TIL apés CHT 6 na 0,97 0,97 0,97 <0,12

SQX: sulfaquinoxalina, TIL: tilosina, CIM: concentracéo inibitoria minima, na: concentragdo ndo

avaliada.

Quadro 36: Teste de microdiluicdo em caldo dos antibiéticos frente aos micro-
organismos Pseudomonas aeruginosa (PA), Salmonella spp. (SS), Seratia Marcenses
(SM) e Staphylococcos epidermidis (SE).

L : Concentracéo CIM (ngmL™)
Antibiotico Experimento :
P (mgmLY  PA SS SM SE
AMP 125 125 0,24 62,5 15,62
AMP ap0s
CHT 7 na 250 125 250 250
ENR 125 0,97 <0,12 0,48 0,48
ENR apo6s
CHT 8 na 1,95 0,48 0,97 1,95
oTC 125 7,81 1,95 31,25 7,81
OTC apos
CHT 9 na 250 31,25 >250 125

AMP: ampicilina, ENR: enrofloxacina, OTC: oxitetraciclina, CIM: concentracao inibitéria minima, na:

concentracdo ndo avaliada.
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O teste de microdiluicdo em caldo apds o Experimento 1 mostrou que para a
temperatura, pH e tempo de reagdo utilizados, o reator de cabornizagdo hidrotermal
reduziu totalmente (100%) a atividade antibacteriana da oxitetraciclina frente a cepa de
Escherichia coli, considerando a concentragéo inicial na microplaca e a cepa bacteriana
usada. Isso evidenciou o potencial do reator de CHT na remocéo de antimicrobianos e
estimulou a realizagdo de novos testes.

Observou-se que para os antibidticos ampicilina (AMP) e oxitetraciclina (OTC), o
tratamento com carbonizagdo hidrotermal reduziu a atividade antimicrobiana
consideravelmente frente a todas as cepas bacterianas utilizadas, quando comparamos a
concentragdo inibitéria minima (CIM) dos antibidticos sem tratamento. Evidenciando a
eficiéncia do tratamento com carbonizacdo hidrotermal na remogdo dos antibidticos
ampicilina e oxitetraclina. O antibi6tico enrofloxacina pds-tratamento também teve sua
atividade antibacteriana reduzida para todas as cepas bacterianas, poréem verificamos
que a taxa de degradacdo foi menor quando comparamos com a ampicilina e a
oxitetraciclina.

As cepas Staphylococcus aureus e Escherichia coli mostraram-se resistentes a
sulfaquinoxalina e a tilosina, ndo sendo possivel calcular a CIM para estes antibioticos.
O tratamento com carbonizacdo hidrotermal para o antibiético sulfaquinoxalina também
resultou em considerveis taxa de decomposi¢cdo porque reduziu a atividade
antibacteriana consideravelmente para P. aeruginosa (125 pgmL™), Salmonella (31,25
ngmL™), S. marcenses e S. epidermidis (250 pgmL)).

O tratamento também reduziu a atividade antibacteriana da solucgéo de tilosina
frente as cepas utilizadas, porém em taxas menores ao tratamento da ampilicina,
oxitetraciclina e sulfaquinoxalina. A tilosina na amostra sem tratamento inibiu
totalmente o crescimento para todas as bactérias na concentracéo testada, exceto E.coli e
S.aureus que se mostraram resistentes, evidenciando que as cepas utilizadas
P.aeruginosa (ATCC 9027), S.marcenses (ATCC 14756), Salmonella (ATCC 19430) e
S. epidermidis (ATCC 12229) ndo apresentaram resisténcia a este antibiotico. A solucdo
de tilosina, mesmo pds-tratamento (Figura 41), apresentou o potencial de inibir o
crescimento bacteriano, resultando em concentra¢@es inibitorias minimas (CIM) baixas
para as cepas de P. aeruginosa (0,97 ugmL™), S. marcenses (0,97 pgmL™), Salmonella
(0,97 ugmL™) e S. epidermidis (<0,12 ngmL™), sendo que para esta Gltima bactéria, a
solucdo tratada inibiu por completo o crescimento, evidenciando atividade

antibacteriana mesmo apds tratamento.
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Figura 41: Placa utilizada no teste de difusdo em poco ap0s incubacéo. Tilosina antes do
tratamento (& esquerda) e apds tratamento com CHT (a direita). Cepas testadas:
S.epidermidis (SE), Seratia Marcenses (SM), Salmonella spp. (SS) e Pseudomonas
aeruginosa (PA).

6.3 ANALISE DOS ANTIBIOTICOS APOS O TRATAMENTO COM CHT

Depois de avaliar o potencial do sistema de CHT na decomposicdo dos
antibioticos por meio de antibiogramas, foram realizados os ensaios 10 a 14
(oxitetraciclina), 15 a 20 (enrofloxacina), 21 a 25 (ampicilina), 26 a 29
(sulfaquinoxalina) e 30 a 35 (tilosina) com o reator de CHT em diferentes pH,
temperaturas e tempos de reacdo. As amostras foram coletadas e encaminhadas para

analise em HPLC.

6.3.1 Oxitetraciclina

O método utilizado para deteccdo da oxitetraciclina foi o proposto por
Papadoyannis, Somanidou e Kovatsi (2000). A curva analitica das solu¢des-padrdo de
oxitetraciclina é apresentada na Figura 42. Foram utilizadas as seguintes concentracfes
da solugéo-padréo: 1,28, 3,20, 6,40, 12,80, 19,20, 32,00 e 64,00 pgmL™.

Os resultados das analises em HPLC nas amostras de oxitetraciclina p6s-CHT
demonstraram que em todas as condi¢des testadas o reator de CHT mostrou-se eficiente
no abatimento desse antibidtico (Quadros 37 e 38): reducbes acima de 97%
(Experimento 13) e 99% (Experimento 10) até a verificacdo do abatimento total (100%)

da oxitetraciclina nos Experimentos 11, 12 e 14.
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Figura 42: Curva analitica das solu¢des-padréo de oxitetraciclina.
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Quadro 37: Resultados dos cromatogramas da solucdo padréo e dos experimentos

10,11e12.
- A Concentracdo Concentracéo .
Amostra Experimento Area (ugml) média (ugmi) Reducao (%)

Padrao oTC 1535264 45,38

Ne. 1 4323 0,12

N°. 2 10 3590 0,10 0,13 99,71

N°. 3 5676 0,16

Ne. 1 0 0,00

N°. 2 11 0 0,00 0,00 100,00

N°. 3 0 0,00

N°. 1 0 0,00

Ne°. 2 12 0 0,00 0,00 100,00

N°. 3 0 0,00

Quadro 38: Resultados dos cromatogramas da solucdo padréo e dos experimentos

13 e 14.
. < Concentracdo Concentracéo Reducao
Amostra Experimento  Area (ugml?) média (ugml™) (%)

Padrao oTC 1080527 28,73

Ne. 1 16615 0,81

N°. 2 13 17281 0,83 0,82 97,15

N°. 3 16704 0,81

Ne. 1 0 0,00

N°. 2 14 0 0,00 0,00 100,00

N°. 3 0 0,00
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Houve a decomposi¢do da oxitetraciclina, identificada no pico caracteristico
com tempo de retengédo de 8,2 minutos no cromatograma da solugdo padrdo (Figura 43).
Porém, podemos perceber a formacdo de compostos de degradacdo com tempos de
retencdo distintos, os quais absorvem no mesmo comprimento de onda (275 nm). Isso
pode ser verificado no cromatograma da solucéo tratada com CHT (Figura 44). Nesse
cromatograma verificou-se a formagéo do pico caracteristico da oxitetraciclina em 8,1

minutos na leitura da amostra 02 do experimento 10.
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Figura 43: Cromatograma da solugéo padréo de 32 pgmL™ de oxitetraciclina.
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Figura 44: Cromatograma da solucédo de oxitetraciclina apos tratamento com CHT
utilizada no experimento 10 — amostra 02.

O pH écido favoreceu a decomposicgao da oxitetraciclina (Figura 45), haja visto
que na faixa da neutralidade (pH 7) foi registrada a menor taxa de reducéo (97,15%).
Segundo Maia, Rath e Reyes (2009), as tetraciclinas possuem baixa estabilidade sob
condic@es bastante alcalinas ou &cidas. E conforme Martindale (2009), em temperaturas

acima de 180°C, as tetraciclinas se decompdem. Isso explica as altas taxas de
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decomposicao da oxitetraciclina quando tratada em reator de CHT sob pH acido e

temperatura de 180°C.
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Figura 45: Condigdes dos experimentos com CHT e taxa de conversdo da

6.3.2 Enrofloxacina

oxitetraciclina.

Taxa de de conversao (%)

O método utilizado para deteccdo da enrofloxacina foi desenvolvido por

Rezende (2012). A curva de calibracdo (Figura 46) foi contruida a partir das seguintes
concentragdes da solucéo-padrdo: 5,00, 10,00, 20,00, 30,00, 50,00, 70,00 e 100,00

pgmL™t,
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Figura 46: Curva analitica das solu¢des-padréo de enrofloxacina.

As analises de HPLC das amostras da enrofloxacina demonstraram que houve

reducdes menores que 30% para todos 0s experimentos, exceto 0 experimento 18 no

qual houve a decomposicdo de 98,37% a partir da concentracdo inicial (Quadros 39 e

40).
Quadro 39: Resultados dos cromatogramas da solugdo padréo e dos experimentos
15,16 e 17.
- A Concentracdo| Concentracéo Reducao
Amostra | Experimento| Area (pg'ml'l) média (pg'ml'l) (%)
Padrio ENR 1897719 42,89
No. 1 1405051 31,91
Ne. 2 15 1385540 31,48 31,07 27,56
Ne. 3 1311235 29,82
Ne°. 1 1590482 36,05
No. 2 16 1665778 37,72 36,99 13,75
No. 3 1642577 37,21
Ne°. 1 1685765 38,17
Ne. 2 17 1715800 38,84 38,98 9,12
N°. 3 1764794 39,93
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Quadro 40: Resultados dos cromatogramas da solucdo padréo e dos experimentos

18,19 e 20.
. < Concentracdo| Concentracéo Reducéo
Amostra | Experimento| Area (Lgmi™) média (ugmL™) (%)
Padrédo ENR 2228874 199,06
Ne. 1 16522 3,53
Ne°. 2 18 15759 3,47 3,25 98,37
N°. 3 7653 2,75
Ne. 1 1777711 159,18
Ne°. 2 19 1695640 151,93 156,03 21,61
N°. 3 1752798 156,98
Ne. 1 2082257 186,10
Ne°. 2 20 2084565 186,30 186,10 6,51
N°. 3 2079944 185,90

Houve a identificagdo da enrofloxacina por meio do pico carateristico em 3,7

minutos no cromatograma da solugéo padréo (Figura 47). Verificou-se a formacéo de

compostos de degradacdo na solucdo tratada (Figura 48) com tempos de retengdo

diferentes da substancia padrdo, mas que absorvem no mesmo comprimento de onda

(280 nm).
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Cromatograma da solugéo padréo de 30 pgmL™ de enrofloxacina.
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Figura 48: Cromatograma da solucéo de enrofloxacina ap6s tratamento com CHT
utilizada no Experimento 15 — Amostra 03.

As taxas de reducdo encontradas para a enrofloxacina sdéo menores (Figura 49)
quando sdo comparadas as taxas de abatimento dos outros antibidticos e do
Experimento 18, e se devem a estabilidade térmica da enrofloxacina que se mostra bem
resistente aos tratamentos térmicos. Isso é confirmado por Roca et al. (2010), que
encontrou baixas taxas de decomposicéo de antibidticos ao tratar termicamente amostras
de leite contendo quinolonas, incluindo a enrofloxacina. Segundo Roca et al. (2010), as
amostras foram tratadas em temperaturas que variaram de 80°C a 120°C por até 180
minutos. As maiores taxas de decomposi¢éo encontradas por Roca et al. (2010), foram
quando a temperatura foi de 120°C e o tempo foi de 20 minutos: ciprofloxacina
(12,71%), norfloxacino (12,01%) e enrofloxacino (5,22%). Isso coincide com as taxas
de reducéo registradas para a enrofloxacina, excluindo o experimento 18.

Quanto aos experimentos 18 e 19, o acréscimo de 20°C na temperatura de
tratamento favoreceu maiores abatimentos da enrofloxacina (98,37% e 21,61%), quando
comparamos aos experimentos 15 e 16 (27,56% e 13,75%), realizados sob 0s mesmos
pH 3,00 e 4,00, respectivamente. O aumento na temperatura também favoreceu uma
maior decomposicdo nos ensaios conduzidos por Roca et al. (2010). Wu et al (2006)
obtiveram taxas de hidrdlise da enrofloxacina menores que 10% sob condicBes de
temperatura de 50°C, faixa de pH 1-10 e por um periodo de 5 dias. Wu et al. (2006)
relataram ndo haver relacdo significante entre o pH e a taxa de hidrélise da
enrofloxacina. Porém, verificamos neste estudo que a taxa de decomposicdo da

enrofloxacina tende a diminuir com o aumento do pH, sob mesma temperatura (180°C).
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Isso é verificado nos experimentos 15, 16, 17 e 20 que foram realizados sob pH 3,00,
4,00, 5,00 e 7,00, os quais resultaram em taxas de reducédo de 27,56%, 13,75%, 9,12% e

6,51%, respectivamente.
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Figura 49: Condigdes dos experimentos com CHT e taxa de conversdo da enrofloxacina.

Dias (2013) encontrou também baixas taxas de decomposi¢do da enrofloxacina
ao conduzir um ensaio de hidrélise deste antibi6tico em duas concentragdes (25 mgL™" e
50 mg'L™") em diferentes valores de pH (3, 5, 7 e 9) durante um periodo de 24 horas sob
agitagcdo (100 rpm). A maior taxa de decomposicdo encontrada foi de 5,2% em pH 9 e
por 24 horas de tratamento a partir da solugdo 25 mg'L™. Dias (2013) concluiu que tanto
em meio acido (pH 3), neutro (pH 7) ou alcalino (pH 9) e indepentemente da
concentracdo, a solugdo apresentou estabilidade, ndo ocorrendo a hidrélise no tempo
considerado. Mesmo que a taxa decomposi¢do encontrada em meio alcalino (5,2%) seja
maior do que as maiores taxas registrada em meio &cido (5,0%) e neutro (3,4%). Em
relacdo a degradacdo no meio ambiente, o fato de a Enrofloxacina ser resistente a

hidrdlise est4 de acordo com Sarmah, Meyer e Boxall (2006) e Boxall et al. (2002), que
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relatam a que meia vida da Enrofloxacina é maior que 30 dias e ressaltam a sua

persisténcia apds ser langada no meio aquatico e no solo.

6.3.3 Ampicilina

O método utilizado para deteccdo da ampicilina foi desenvolvido por Cione,
Liberale e Silva (2010). A curva de calibracdo (Figura 50) foi construida a partir das
seguintes concentracdes da solucdo-padréo: 1,48, 2,96, 7,40, 14,80, 29,60, 44,40 e 74,00
pgmL™,
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Figura 50: Curva analitica das solu¢des-padrdo de ampicilina.

As analises de HPLC da amostras de ampicilina tratadas demonstraram que houve
abatimento acima de 60% (experimentos 22 e 24), 70% (experimento 23), 80%
(experimento 21) e 90% (experimento 25) do antibidtico a partir da solugdo inicial
(Quadros 41 e 42).
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Quadro 41: Resultados dos cromatogramas da solucdo padrao de ampicilina e dos
experimentos 21, 22 e 23.

. < Concentracdo Concentracéo Reducéo

Amostra Experimento Area (Lgmi™) média (ugml?) (%)
Padréo AMP 1327720 41,39
Ne. 1 176292 5,55

Ne°. 2 21 159273 5,02 5,77 86,07
N°. 3 213815 6,72
Ne. 1 430917 13,48

Ne°. 2 22 453846 14,19 13,91 66,40
N°. 3 449494 14,06
Ne. 1 352694 11,04

Ne°. 2 23 349937 10,96 10,91 73,64
N°. 3 342733 10,73

Quadro 42: Resultados dos cromatogramas da solucdo padrao de ampicilina e dos
experimentos 24 e 25.

. < Concentracdo Concentracéo Reducéo

Amostra Experimento Area (Lgmi™) média (ugml?) (%)
Padréo AMP 1247094 61,78
Ne. 1 393786 19,71

Ne°. 2 24 386927 19,38 19,63 68,23
N°. 3 395226 19,79
Ne. 1 61268 3,32

Ne°. 2 25 52322 2,88 3,18 94,86
N°. 3 61359 3,33

Houve a identificacdo do pico caracteritico da ampicilina no tempo de retencéo de

2,1 minutos no cromatograma da solugdo padrdo (Figura 51). Também houve a

formacéo de compostos de degradacdo com tempos de retengéo diferentes da substancia

padrdo mas, que absorbem luz no mesmo comprimento de onda (215 nm). Isso pode ser

verificado no cromatograma da solucdo tratada de ampicilina (Figura 52). Houve a

identificacdo do pico caracteristico da ampicilina no tempo de retencdo de 2,08 minutos

na leitura da amostra 02 do experimento 21.
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Figura 51: Cromatograma da soluco padr&o de 29,6 pgmL™ de ampicilina.
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Figura 52: Cromatograma da solucdo de ampicilina apds tratamento com CHT utilizada
no experimento 21 — amostra 02.

A ampicilina é uma aminopenicilina e tal como outras penicilinas, tem sua
estabilidade dependente do pH e da temperatura. Mitchell et al (2014) demonstraram
que um acréscimo de 10°C na temperatura promove um acréscimo de 2,5 vezes na taxa
de hidrolise da ampicilina sob condi¢des de pH na faixa de 4-9 e sob temperaturas de
25°C a 60°C. Isso é verificado na taxa de abatimento do experimento 25 (Figura 53), no
qual mesmo com tempo de reagdo menor (90 minutos), houve a reducéo de 94,86% do
antibiotico devido ao acréscimo de 20°C. Quando comparamos a taxa de reducéo do
experimento 22 (66,40%) com tempo reacional de 120 minutos e mesmo pH (4,0),
porém com temperatura menor (180°C), verifica-se que o aumento na temperatura

promoveu uma maior taxa de redugdo. Sob mesmo tempo reacional (120 minutos) e
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temperatura (180°C), o aumento no pH favoreceu a decomposicdo da ampicilina,
quando comparamos as taxas de abatimento dos experimentos 22 (66,40%) e 23
(73,64%). lIsso corrobora a relagdo entre o pH e a taxa de hidrélise demonstrada na
pesquisa de Mitchell et al (2014), onde o aumento no pH propiciou o acréscimo da taxa
de hidrdlise da ampicilina. A decomposi¢do da ampicilina é devido a clivagem do anel
B-lactamico em meio acido e sob temperaturas mais elevadas, com a consequente
formacéo de compostos de degradagdo. Segundo Hou e Poule (1969), sdo formados os
acidos a-aminobenzilpenicildico e a-aminobenzilpenaméldico na decomposicdo da
ampicilina sob condicdes fortemente acidas.

A taxa de abatimento do experimento 21 (86,07%) realizado sob pH 3 mostrou
que a ampicilina foi mais mais instavel em pH abaixo de 4, quando comparamos com a
faixa de pH de 3-5 sob mesma temperatura (180°C). Isso concorda com as conclusdes
de um estudo de estabilidade da Penicilina G realizado por Kheirolomoom et al. (2014):
A penicilina G é mais instdvel em pH abaixo de 4 e acima de 8 e também em altas
temperarturas, considerando a faixa de temperatura (0-52°C) e os valores de pH (1,8-10)

utilizados no experimento.
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Figura 53: Condigdes dos experimentos com CHT e taxa de conversdo da ampicilina.
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6.3.4 Sulfaquinoxalina

O método utilizado para deteccdo da sulfaquinoxalina foi desenvolvido por
Doretto, Peruchi e Rath (2014). A curva de calibragdo (Figura 54) foi contruida a partir
das seguintes concentragdes da solugdo-padréo: 2,00, 5,00, 10,00, 20,00, 30,00, 50,00,
70,00 e 100,00 pgmL™.
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Figura 54: Curva analitica das solugdes-padréo de sulfaquinoxalina.

As anélises de HPLC das amostras tratadas de sulfaquinoxalina demonstraram que
houve reducéo acima de 70% em todos 0s experimentos, exceto nos experimentos 26 e
29, nos quais houve redugdo de 15,91% e 12,21%, respectivamente, a partir da

concentracdo inicial (Quadros 43 e 44).

Quadro 43: Resultados dos cromatogramas da solucéo padrédo de sulfaquinoxalina
e dos experimentos 26, 27 e 28.

. p Concentracdo Concentracéo Reducao

Amostra Experimento Area (gml?) média (ugml?) (%)
Padréo SQX 1467617 32,94
N°. 1 1225242 27,53

N°. 2 26 1237188 27,80 27,70 15,91
N°. 3 1236020 21,77
N°. 1 181391 4,23

N°. 2 27 176510 4,12 4,20 87,26
N°. 3 181806 4,24
N°. 1 63567 1,60

N°. 2 28 54124 1,39 1,41 95,71
N°. 3 48004 1,24
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Quadro 44: Resultados dos cromatogramas da solucéo padréo de sulfaquinoxalina
e do experimento 29.

. < Concentracdo Concentracéo Reducao

Amostra Experimento Area (gml?) média (ugmi™) (%)
Padréo SQX 495244 86,65
N°. 1 442269 77,29

N°. 2 29 449212 78,52 76,07 12,21
N°. 3 414464 72,38
N°. 1 127815 21,78

N°. 2 30 137548 23,50 22,42 74,12
N°. 3 129041 22,00

Foi identificado o pico caracteristico da sulfaquinoxalina no tempo de retengéo

de 2,3 minutos no cromatograma da solugdo padrdo (Figura 55). Houve também a

formacéo de outros compostos de degradagdo com tempos de retencédo diferentes. Isso é

verificado no cromatograma da amostra tratada 02 do Experimento 28 (Figura 56), onde

picos correspondentes aos outros compostos que absorvem no mesmo comprimento de

onda (248 nm) séo separados nos tempos de retengdo entre 1,0 e 2,0 minutos.
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Figura 55: Cromatograma da solugéo padréo de 30 pg.mL™ de sulfaquinoxalina.
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Figura 56: Cromatograma da solucéo de sulfaquinoxalina ap6s tratamento com CHT
utilizada no experimento 28 — amostra 02.
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As taxas de decomposicédo hidrotermal encontradas e as condigdes de realizagéo
dos ensaios (Figura 57) permitem que seja notada uma maior taxa de reducdo sob pH
acido na faixa de pH 4-5 (74,12%, 87,26% e 95,71%), quando comparamos a reducdo
verificada no ensaio 29 (12,21%) realizado sob pH neutro (pH 7). Ghanem, Abu-Lafi e
Mohammad (2014) relataram uma taxa de decomposi¢cdo de 9% ao tratarem em um
forno sob 105°C por 72 horas uma amostra de 25 mg de sulfaquinoxalina, que
posteriormente foi dissolvida em metanol e fase movel, obtendo a concentragéo final de
25 ugmL™. Ghanem, Abu-Lafi € Mohammad (2014) também descreveram taxas de
decomposicao de 4,4 e 3,7%, respectivamente, correspondendo a hidrdlise acida (HCI
0,1 mol'L™) e a hidrélise bésica (NaOH 0,1 mol'L™) de aliquotas de 100 mL da solucdo
estoque com mesma concentragdo de Sulfaquinoxalina (25 pgmL™) ap6s 60 minutos de
reagéo.

Verifica-se, deste modo, que a decomposicéo da sulfaquinoxalina é favorecida
pelo pH é&cido e pelo aumento da temperatura. 1sso concorda com as taxas de
abatimento dos experimentos 27 e 28, onde a faixa de pH 4-5 promoveu as maiores
taxas de remocdo da sulfaquinoxalina (87,26% e 95,71%) sob temperatura de 180°C.
Porém, quando a temperatura decresce 10°C (170°C), no experimento 30, mesmo com
pH 5 apresentou taxa de redugdo menor (74,12%) quando comparamos a taxa de
reducdo de sulfaquinoxalina apresentada no experimento 28 (95,71%) realizado sob
mesmo pH 5, porém realizado a 180°C. O pH 3 pareceu nédo favorecer a decomposicéo
do antibidtico, degradando somente 15,91% em relacdo a concentracéo inicial. Todos os

experimentos foram realizados com tempo de 120 minutos.
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Sulfaquinoxalina
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Figura 57: Condigdes dos experimentos com CHT e taxas de conversdo da
sulfaquinoxalina.

De acordo com Fink, Martin e Blodinger (1978), mesmo que a maior parte das
sulfonamidas seja muito estavel, pode sofrer degradacdo por hidrolise catalisada por
acido da ligacdo enxofre-azoto ou da ligacdo azoto-carbono. A hidrélise da
sulfaquinoxalina, segundo Fink, Martin e Blodinger (1978), produz como compostos

resultantes o acido sulfanilico e a sulfanilamida.

6.3.5 Tilosina

O método utilizado para deteccdo da tilosina foi o proposto por Prats et al.
(2001). A curva analitica das solucGes-padréo de tilosina é apresentada na Figura 58.
Foram utilizadas as seguintes concentrac¢fes da solucdo-padrdo: 1,20, 3,60, 6,00, 12,00,
24,00, 36,00 e 60,00 pgmL™.

Taxa de conversao (%)



116

1400000 -
y = 20445x - 14578
2 =
1200000 - R=0,9998 »
5 1000000 -
<
£
s 800000 -
= Pad
600000 - )
&
400000 -
200000 | #
o
»
O _’ T T T 1
0,0 20,0 40,0 60,0 80,0
Concentracdo (ngmL™)

Figura 58: Curva analitica das solu¢des-padréo de tilosina.

As analises de HPLC das amostras tratadas de tilosina demonstraram que houve
abatimento total do antibidtico (100%) em todos os experimentos realizados em meio
acido (pH 3-5). O experimento 33 realizado em meio neutro (pH 7) resultou em uma
taxa de remocdo de 59,55% a partir da concentragéo inicial (Quadros 45 e 46).

Quadro 45: Resultados dos cromatogramas da solucéo padrao de tilosina e dos
experimentos 30, 32 e 32.

. P Concentracdo Concentracao Reducéo
Amostra Experimento Area (Lgml?) média (ugml?) (%)

Padrao TIL 1319744 65,26

Ne. 1 0 0,00

N°. 2 30 0 0,00 0,00 100,00

N°. 3 0 0,00

Ne. 1 0 0,00

N°. 2 31 0 0,00 0,00 100,00

N°. 3 0 0,00

Ne. 1 0 0,00

N°. 2 32 0 0,00 0,00 100,00

N°. 3 0 0,00
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Quadro 46: Resultados dos cromatogramas da solucéo padréo de tilosina e dos
experimentos 33, 34 e 35.

. < Concentracdo Concentracéo Reducao
Amostra Experimento Area (ugmi™®) média (ugmi™) (%)

Padréo TIL 1565193 50,20

Ne. 1 600085 19,76

Ne°. 2 33 630249 20,71 20,31 59,55
N°. 3 622055 20,45

N°. 1 0 0,00

N°. 2 34 0 0,00 0,00 100,00
N°. 3 0 0,00

Ne. 1 0 0,00

Ne°. 2 35 0 0,00 0,00 100,00
N°. 3 0 0,00

Foi identificado o pico caracteristico da tilosina no tempo de retencéo de 7,2
minutos no cromatograma da solugéo padrdo (Figura 59). Houve também a formagéo de
outros compostos de degradagdo com tempos de retengdo diferentes. Isso pode ser
verificado nos cromatograma da amostra tratada 03 do experimento 31 (Figura 60),
onde um pico correspondente ao outro composto que absorve no mesmo comprimento
de onda (280 nm) foi separado nos tempos de retengdo de 3,8 minutos. Porém, néo foi
identificado nos cromatogramas dos experimentos N° 30, 31, 32, 34 e 35 0 pico
correspondente a tilosina no tempo de retencdo de 7,2 minutos, evidenciando o

abatimento total da tilosina.
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Figura 59: Cromatograma da solugéo padrdo de 12 pgmL™ de tilosina.
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Figura 60: Cromatograma da solucéo de tilosina ap6s tratamento com CHT utilizada no
experimento 31 — amostra 03.

As taxas de decomposicdo encontradas e as condi¢des de realizagdo dos ensaios
N° 30, 31, 32, 34 e 35 (Figura 61) permite notar que sob as condi¢des &cidas utilizadas
(pH 3-5) e temperatura de 180°C em 120 minutos de tratamento, h total abatimento da
tilosina (100%). Isso evidencia a instabilidade da tilosina sob condicBes &cidas,
conforme evidenciou Kochansky (2004). Segundo Kochansky (2004), a tilosina A sofre
hidrdlise em acidez média (pH < 4), sendo convertida em desmicosina: a micarose
(molécula de aglcar que esté ligada na extremidade direita da molécula da tilosina) é
removida e substituida por um atdbmo de hidrogénio (Figura 62).

Em condicBes neutras (pH 7), a taxa de redugdo foi menor (59,55%) no
experimento 33, comparando aos outros experimentos onde houve o abatimento total da
tilosina (100%) (Figura 61). Isso evidencia que a tilosina em pH neutro é mais estavel

do que em pH &cido.
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Figura 61: Condigdes dos experimentos com CHT e taxas de conversdo da tilosina.
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Figura 62: Hidrolise da tilosina em meio acido e a consequente formacao da
desmicosina.
Fonte: Kochansky (2004)
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6.4 ENSAIO DE TOXICIDADE COM ALLIUM CEPA

O objetivo do ensaio com Allium cepa foi verificar se os produtos formados pelo
processo de carbonizagdo hidrotermal das solu¢Ges com os antibi6ticos sdo mais toxicos

gue 0S COmpostos nas SO|UQ6€S sem tratamento.

6.4.1 Allium cepa

No teste de germinacdo com Allium cepa, as sementes foram colocadas a prova frente
aos possiveis agentes toxicos, determinando quantas sementes, em dez, em
quadruplicata, germinaram por dia quando expostas a estes agentes.

Foi observado que a taxa de germinacdo média das sementes do Grupo Controle
(50%) apds os sete dias ficou abaixo da fornecida pelo fabricante (85%). Considerando
que a taxa de germinacéo das sementes de Allium cepa do Grupo Controle corresponda
a taxa m&xima de germinagdo, podemos observar que o antibidtico ampicilina (AMP)
antes do tratamento com carbonizacdo hidrotermal n&o interferiu no processo de
germinacgéo (Figura 63). Isto porque temos taxas de crescimento muito similares ao do
Grupo Controle. No entanto, a solu¢cdo com antibidtico ampicilina ap6s o tratamento
interferiu  quantitativamente no processo de germinagdo, caracterizando ser
potencialmente toxica para as sementes de Allium cepa. Os produtos de degradagdo

gerados podem apresentar potencial fitotdxico.
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Figura 63: Germinag&o das sementes de Allium cepa em amostras de ampicilina antes e
depois do tratamento.



No entanto,

para 0s outros antibidticos enrofloxacina,
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oxitetraciclina,

sulfaguinoxalina e tilosina, as solu¢des dos farmacos in natura, ndo tratadas,

estimularam o processo de germinagdo das sementes em taxas superiores ao do Grupo

Controle. Porém, as solugbes dos antimicrobianos enrofloxacina, oxitetraciclina,

sulfaquinoxalina e tilosina ap0s tratamento apresentaram taxas de crescimento das

sementes similares aos encontrados no Grupo Controle, isso pode ser observado,

respectivamente, nas Figuras 64, 65, 66 e 67.
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Figura 64: Germinagédo das sementes de Allium cepa em amostras de enrofloxacina
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Figura 65: Germinag&o das sementes de Allium cepa em amostras de oxitetraciclina

antes e depois do tratamento.
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Sulfaquinoxalina
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Figura 66: Germinag&o das sementes de Allium cepa em amostras de sulfaquinoxalina
antes e depois do tratamento.
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Figura 67: Germinag&o das sementes de Allium cepa em amostras de tilosina antes e
depois do tratamento com CHT.

Quando € observado o crescimento médio dos brotos (Figura 68), verifica-se que
todas as solucdes com os antibioticos sem o tratamento parecem favorecer o processo de
germinacdo, devido ter a germinacdo média acima do Grupo Controle. N&ao
caracterizando serem toxicas paras as sementes de Allium cepa. Isso também pode ser

observado nas solucgdes tratadas dos antibi6ticos oxitetraciclina, sulfaquinoxalina e
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tilosina que tiveram crescimento médio acima do encontrado para o Grupo Controle.
Porém, as solugBes tratadas dos antimicrobianos enrofloxacina e ampicilina parecem
inibir o processo de germinacao, resultando em crescimento médio dos brotos abaixo do
registrado para o Grupo Controle. Isso pode evidenciar um potencial toxico para as

sementes Allium cepa.
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Figura 68: Crescimento médios dos brotos a partir de sementes de Allium cepa.

Foi observado que as sementes germinadas em contato com as amostras dos
antibioticos tratados com o reator de CHT apresentam vigor do broto inferior ao do

Grupo Controle (Figura 69).

Figura 69: Placas de Petri contendo as sementes de Allium cepa ap6s germinagdao com a
solugéo de enrofloxacina antes e depois do tratamento com CHT (Grupo antes do
tratamento a esquerda e Grupo ap0s tratamento a direita).
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7 CONCLUSOES E RECOMENDACOES

Em virtude dos resultados obtidos da parte experimental e das discussdes,
considera-se que o processo de carbonizagéo hidrotermal apresenta grande potencial no
tratamento dos antibiéticos ampicilina, enrofloxacina, oxitetraciclina, sulfaquinoxalina e
tilosina.

Outras consideragdes a seguir:

e As condi¢bes mais favordveis de decomposicdo da oxitetraciclina, levando-se
em conta maior taxa de reducgdo (100%), menor gasto energético e tempo, foi
aquela onde foi utilizado tempo de reagdo de 90 minutos, pH 3, temperatura de
170°C e acido fosforico como catalisador;

e As melhores condigdes de decomposicdo da enrofloxacina, observando a maior
taxa de reducdo (98,37%), foram aquelas onde foram utilizados tempo reacional
de 120 minutos, pH 3, temperatura de 200°C e acido fosférico como catalisador;

e A maior taxa de decomposigdo da ampicilina (94,86%) foi observada quando se
utilizou tempo de reagdo de 120 minutos, pH 4, temperatura de 200°C e &cido
fosférico como catalisador;

e As condi¢gdes mais adequadas para a decomposi¢cdo da sulfaquinoxalina,
levando-se em conta a maior taxa de decomposi¢do (95,71%) foi observada
quando utilizou-se tempo reacional de 120 minutos, pH 5, temperatura de 180°C
e 4cido fosférico como catalisador;

e Todas as condicOes, exceto o pH 7, levaram a decomposicao total da tilosina
(100%) das amostras. Contudo, observando menor consumo energético, menor
gasto de catalisador (pH mais proximo da neutralidade) e menor tempo, a
melhor condigdo para a redugéo da tilosina foi aquela onde se utilizou tempo de
reagdo de 90 minutos, pH 4, temperatura de 180°C e &cido fosforico como
catalisador;

e O acido fosforico apresentou melhor desempenho no processo de carbonizagéo
hidrotermal, quando observados o0s aspectos de odor, maior taxa de
decomposicao e menor tempo de reacdo (oxitetraciclina);

e N&o foi possivel nesta pesquisa identificar os produtos gerados com a

carbonizacdo hidrotermal dos antibidticos.
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Para complementagdo dos resultados e continuidade da pesquisa, recomenda-se:

Analisar as amostras tratadas pelo processo de carbonizagdo hidrotermal por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas com o intuito de
determinar quantitativamente os compostos gerados dos antibidticos ampicilina,
enrofloxacina, oxitetraciclina, sulfaquinoxalina e tilosina;

Desenvolver um sistema para medir a temperatura interna do reator de CHT
durante os ensaios;

Analisar os gases formados durante o processo de carbonizag¢éo hidrotermal dos
antibiéticos;

Realizar um ensaio com delineamento experimental fracionado para identificar
as melhor condigdes do reator de CHT;

Realizar os ensaios com o reator de CHT em efluente da industria farmacéutica
produtora dos antibioticos estudados;

Realizar testes de toxicidade com outros organismos-teste, como por exemplo:

zebrafish.
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