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RESUMO

Farmacos e produtos para cuidado pessoal sdo compostos que se encaixam na
categoria de contaminantes de preocupagdo emergentes. Dentre essas substancias, 0s
antibioticos despertam especial interesse por serem amplamente utilizados na medicina
humana e veterinaria e por poderem levar ao desenvolvimento de resisténcia bacteriana no
meio em que se encontram. Os sistemas convencionais de tratamento de esgotos néo
demonstram ser efetivos na remocdo da maioria desses compostos, assim esses farmacos
podem chegar a estacbes de tratamento de &gua e entdo serem submetidos a processos
convencionais de tratamento, onde é comum a desinfeccdo com compostos de cloro. A
cloragdo pode levar a formacdo de subprodutos que podem ser ainda mais toxicos do que 0s
compostos de origem. Este trabalho teve como objetivo avaliar a degradacdo e a possivel
formacdo de subprodutos pela cloracdo do norfloxacino (NOR), um antibidtico da classe das
fluoroquinolonas, indicado para o tratamento de infec¢des do trato urinario. O composto de
cloro escolhido foi o hipoclorito de sédio (NaClO), comumente utilizado em estacGes de
pequeno porte no Brasil. Para tal, o medicamento foi submetido a ensaios de cloragéo, em
escala de bancada, com diferentes tempos de reagdo (t0’, t5°, t15°, t30°, t45° t60°, t2h, t4h,
t8h, t12h e t24h); na sequéncia foram feitas analises de carbono organico total (COT) e
utilizada Espectrometria de Massas (MS) de Alta Resolucdo para a caracterizagdo dos
subprodutos formados. Também foram avaliadas, a atividade antimicrobiana e a toxicidade
aguda da mistura dos produtos de degradacdo formados. Os resultados de COT indicaram taxa
de mineralizacdo de no maximo 40% da concentracdo inicial de NOR para os tempos de
contato e dose de NaClO utilizados. Os resultados de MS mostraram 5 picos, referentes as
moléculas protonadas [M+H]" 322.1197, [M+H]* 294.1307, [M+Na]* 273.0641, [M+H]"
251.0837 e [M+H]* 147.5661; atribuidos a formacéo de subprodutos. Destes 5 subprodutos, 4
tiveram suas férmulas moleculares identificadas (SP-1, SP-2, SP-3 e SP-4). O antibiograma
indicou que o processo de cloragdo levou a formacdo de subprodutos que perderam a
atividade antibacteriana frente a cepa de E. coli estudada e os ensaios de toxicidade aguda,
para 0 microcrustdceo Artemia salina, mostraram que os subprodutos apresentaram maior

toxicidade do que NOR puro.

Palavras-chave: antibioticos, fluoroquinolonas, cloracdo, espectrometria de massas,
caracterizacdo de subprodutos de cloracdo, antibiograma, teste de toxicidade.



ABSTRACT

Pharmaceuticals and personal care products are considered contaminants of emerging
concern. Among in the large group of pharmaceuticals, antibiotics draw especial attention
because they are widely used in human and veterinary medicine, because they can be excreted
unchanged and because they can lead to the development of resistant bacteria in the
environment. Conventional wastewater treatment plants do not prove to be effective in
removing of such compounds. So, they are worldwide detected in water compartments. Once
their presence was confirmed in water compartments, these drugs can reach water treatment
plants and then, be undergoing to disinfection processes with chlorine compounds.
Chlorination can lead to the formation of even more toxic by-products than the parent
compound. This work aimed to evaluate the degradation and possible formation of
chlorination byproducts of norfloxacin (NOR); a fluoroquinolone antibiotic widely used in
Brazil indicated for the treatment of urinary infections. The chlorine compound chosen was
the sodium hypochlorite (NaClO), commonly used in small water treatment plants in the
country. For this purpose, the drug was subjected to chlorination tests with different reaction
times (t0', t5', t15 ', t30 ', t45' t60 ', t2h, t4h, t8h, t12h and t24h); sequentially, analyzes of total
organic carbon (TOC) and high resolution mass spectrometry (MS) was performed for the
characterization of the by-products formed. The antimicrobial activity and an acute toxicity of
the degradation products also were evaluated. The results of TOC indicated that the NOR was
not completely mineralized to CO2 and H>O for the chlorination process. The results of MS
identified 4 disinfection byproducts, a chemical route of degradation was proposed. The
antibiogram assay indicated that the by-products formed lost the antibacterial activity against
the E. coli strain studied and the acute toxicity tests revealed that the same byproducts are

more toxic to the micro crustacean Artemia salina than the parent compound.

Key words: antibiotics, chlorination, mass spectrometry, chlorination byproducts,

antibiogram, toxicity test
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1. INTRODUCAO

Um contaminante de preocupacao emergente pode ser definido, como uma substancia
quimica, de ocorréncia natural ou antrépica, ou qualquer microrganismo que ndo é
normalmente encontrado no ambiente, mas que tem potencial para entrar no mesmo e causar
efeitos adversos ecoldgicos ou sobre a salde humana, sendo estes efeitos conhecidos ou
suspeitos. Sdo substancias que ainda ndo estdo incluidas nos programas de monitoramento,
mas que atraves dos resultados de pesquisas sobre sua toxicidade, efeitos sobre a saude e
percepcao do publico podem se tornar candidatas a legislacdes futuras (UNITED STATES
GEOLOGICAL SURVEY — USGS). Muitos desses contaminantes foram ou ainda sdo
lancados no ambiente ha anos ou até mesmo décadas, mas sua determinacdo sé foi possivel
recentemente, a partir do aperfeicoamento dos métodos de deteccao, por isso sao considerados

de preocupacao emergente.

Farmacos e produtos para higiene pessoal sdo compostos que se encaixam nessa
categoria de contaminantes. Dentro do grande grupo dos medicamentos, os antibidticos sdo
compostos que vem se destacando como contaminantes emergentes devido a diversos fatores:
(i) sdo largamente utilizados na medicina humana e veterinaria, (ii) uma porcentagem
significativa desses compostos é excretada de forma inalterada e persiste no ambiente e, (iii)
podem levar ao desenvolvimento de cepas de bactérias resistentes no meio em que se

encontram.

Diversos estudos demonstram a presenca dessa classe de farmacos nos mais diferentes
ambientes aquéaticos em faixas de concentracdes de pg/L e ng/L (HIRSCH et al., 1999;
JOHNSON; BELFROID; DI CORCIA, 2000; KOLPIN et al., 2002; LOCATELLI, 2011), que
embora sejam consideradas baixas para representar algum perigo a saude humana geram
preocupacdo quanto ao aumento de resisténcia bacteriana e a formacdo de subprodutos com
caracteristicas e toxicidade ainda desconhecidas ja que, uma vez liberadas no ambiente, as
substancias estdo sujeitas a processos bidticos e abidticos que sdo responsaveis pela sua

transformacéo e/ou eliminacéo.

Estudos demostram que vérias dessas substancias parecem ser persistentes no meio
ambiente e ndo sdo completamente removidas nas estagdes de tratamento de esgoto (ETE)
(TERNES et al., 1999). Em razdo da massificacdo de seu uso e da baixa eficiéncia de

remocdo dos sistemas convencionais de tratamento de agua residudria, contaminam aguas
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superficiais e subterrdneas, podendo gerar efeitos deletérios no meio hidrico, problemas
ambientais e de satde publica (DA CRUZ et al., 2010).

A ocorréncia de antibioticos em corpos hidricos, inclusive, em mananciais que servem
como fonte de abastecimento de dgua para consumo humano traz a preocupacao de que tais
farmacos possam sofrer transformagdes ao reagirem com as substancias quimicas que
participam do processo de tratamento, principalmente com os oxidantes utilizados durante o
processo de desinfec¢do. Os produtos formados durante essa etapa sdo chamados de produtos
de degradacédo ou subprodutos de desinfeccdo (SPD). N&o é surpreendente que SPD possam
formar-se a partir desses farmacos, pois muitas dessas substancias possuem anéis aromaticos
que podem reagir rapidamente com compostos de cloro livre, cloraminas, 0z6nio ou diéxido
de cloro (POSTIGO & RICHARDSON, 2014).

No Brasil, os compostos de cloro sdo, certamente, os agentes desinfetantes mais
utilizados. Apresentam-se como cloro livre ou associado, e podem reagir com os farmacos
através de reagdes de substituicdo ou adicdo de cloro, alterando grupos funcionais ativos, ou
por meio da quebra da molécula pela oxidacdo com radicais hidroxila ou de cloro ativo (LE-
MINH et al., 2010).

O avanco das técnicas de deteccdo tem permitido um aprofundamento na averiguagéo
dos SPD, contudo, ainda sdo escassos os dados sobre os SPD dos antibi6ticos na literatura.
Além do mais, uma vez que varios intermediarios podem ser formados durante o tratamento, é
importante identificar uma rota de degradacdo bem como avaliar a toxicidade e o destino
destes no ambiente (POSTIGO & RICHARDSON, 2014).

O norfloxacino (NOR) é um antibi6tico de amplo espectro de acdo, utilizado em todo
o mundo, principalmente, para o tratamento de infeccdes do trato urinario. E a terceira
fluoroguinolona mais comercializada no Brasil, figurando entre os dez antimicrobianos mais
consumidos em nosso Pais. O hipoclorito de sodio (NaClO) é o agente desinfetante mais
utilizado em estagdes de tratamento de agua de pequeno e médio porte no Brasil. Haja vista o
exposto, este estudo propds-se a investigar quais sdo os subprodutos de desinfeccdo do NOR
guando submetido ao tratamento com NaClO. Propds-se ainda a avaliar a atividade
antimicrobiana dos subprodutos formados e a toxicidade aguda frente ao microcrustaceo

Artemia salina.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Identificar os subprodutos de desinfeccdo do norfloxacino, formados ap0s a cloracao
com hipoclorito de sodio, usando a técnica de espectrometria de massas de alta resolucéo;
avaliar sua atividade antimicrobiana e comparar a toxicidade dos subprodutos formados com

0 composto que lhes deu origem.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos sao:
e Avaliar a mineralizacdo do norfloxacino apds o processo cloragéo;
e Propor rotas quimicas para a degradacdo do norfloxacino e formacao dos subprodutos;

e Auvaliar a atividade antimicrobiana dos subprodutos formados, por meio de teste

antibiograma com cepas do microrganismo Escherichia coli;

e Comparar a toxicidade dos subprodutos formados e a toxicidade do farmaco frente ao

microcrustaceo Artemia salina.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 ANTIBIOTICOS

Antibiotico, segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), é
qualquer molécula sintetizada por um microrganismo que antagonize o crescimento de outros
microrganismos. J& o0s antimicrobianos sdo um conjunto mais abrangente de compostos; um
antimicrobiano é qualquer substancia, seja ela produzida por microrganismos ou sintetizada
em laboratério, que apresenta a propriedade de inibir a reproducdo ou matar um agente
patogénico (ANVISA, 2011).

Contudo, muitos antimicrobianos sintetizados pelo homem sdo rotineiramente
chamados de antibidticos. O uso indevido da terminologia acabou por cunhar o termo
antibiético como o mais comum para se referir a medicamentos, de uso humano ou
veterinario, utilizados no combate as infecgdes bacterianas. Considerando esse fato, o termo
antibidtico serd empregado neste texto com o sentido mais amplo, por ser a forma mais usual

de se referir a esta classe de farmacos.

Existe uma ampla gama de compostos, com caracteristicas e propriedades quimicas
diversas, utilizados como antibi6ticos hoje em dia. E ha, pelo menos, duas maneiras de se
classificar esses compostos. Uma delas leva em consideracdo o modo de acdo do farmaco, de
acordo com essa classificacdo os antibioticos podem ser divididos em: (i) bactericidas,
provocam a morte do microrganismo, ou (ii) bacteriostaticos, impedem a replicacdo celular do
microrganismo. A segunda forma leva em consideracdo as funcdes orgénicas presentes nas
moléculas, de acordo com essa classificacdo, os antibidticos sdo agrupados por semelhancas
quimicas e, por conseguinte, semelhancgas no mecanismo de acdo (HANG et al., 2007). Dentre
as classes mais comuns destacam-se os B-lactamicos, sulfonamidas, tetraciclinas, quinolonas,

macrolideos, nitroimidazélicos, estreptograminas, dentre outros.

3.2 FLUOROQUINOLONAS

As quinolonas sdo uma classe de antibio6ticos derivados do quinino que surgiram no
inicio da década de 1960, com a introdugdo do acido nalidixico na terapéutica (ANVISA,

2016). A adicdo de um atomo de fldor a estrutura bésica desses compostos deu origem as
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fluoroquinolonas, consideradas quinolonas de segunda geragdo (PICO; ANDREU, 2007).Tal
descoberta incentivou a pesquisa de novos derivados e hoje em dia fazem-se presentes
quinolonas de primeira, segunda, terceira e quarta geracdes. O modo de acdo de todas elas

envolve a inibicao da sintese do DNA bacteriano, pelo bloqueio da enzima DNA girase.

A introducdo de um &tomo de fldor a molécula aumentou o espectro de acdo e
diminuiu os efeitos adversos dos compostos quando comparados aqueles da primeira geracgéo,
0 que fez crescer o seu uso na terapéutica clinica. A cada nova geracéao de fluoroguinolonas ha
uma busca por maior acdo antimicrobiana e maior nimero de propriedades farmacoldgicas.
Entre os compostos dessa classe destacam-se os &cidos nalidixico e pipemidico como
exemplos de quinolonas de primeira geracao; norfloxacino (NOR) e ciprofloxacino (CIP) sdo
0s principais representantes da segunda geracdo; levofloxacino (LEV), gatifloxacino (GAT),
moxifloxacino (MOX) sdo considerados de terceira geracdo e; trovafloxacino (TVF),
gemifloxacino (GMF) e esparfloxacino (ESF) séo alguns dos representantes das quinolonas
de quarta geracdo. A estrutura basica de uma fluoroguinolona (FQ) pode ser observada na
Figura 1.

Figura 1: Estrutura basica das fluoroquinolonas, com os elementos do anel quinol6nico
numerados.

Fonte: DEMEESTERE et al. (2014).

3.3 NORFLOXACINO

O norfloxacino (C1s6H18FN30O3) é uma quinolona de segunda geragdo e, como tal, € um
agente bactericida que age por inibicdo da DNA-girase bacteriana, enzima envolvida no
processo de replicacio do DNA (CAMOZZATO & CAMPOS, 1999). E indicado para o

tratamento de infeccbes do trato urinario, gastroenterites, gonorreia e febre tifoide. E
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administrado por via oral e, apds metabolizacdo, tem entre 33 e 48% do farmaco excretados
inalterados na urina. (FLOXACIN, Bula).

A molécula do norfloxacino (NOR) tem um atomo de fltor ligado a posicédo 6 do anel
quinoldnico e um anel piperazina ligado a posicdo 7 deste mesmo anel. Sua estrutura quimica

pode ser vista na Figura 2.

Figura 2: Estrutura quimica do Norfloxacino. O circulo tracejado e o retdngulo destacam o

anel piperazina e o nicleo quinolénico, respectivamente.

Fonte: DRUGBANK (2017)

3.3.1 Propriedades fisico-quimicas da molécula de Norfloxacino

O NOR é uma fluoroquinolona zwitteridnica (composto quimico eletricamente neutro,
mas que possui cargas opostas em diferentes &tomos nao adjacentes) em pH fisiolégico mas,
pode ser encontrado nas formas: (i) protonada (em meio acido); (ii) zwiteridnica (em meio
neutro ou fracamente acido); e (iii) desprotonada (em meio alcalino) (BARBOSA; BARRON;
JIMENEZ-LOZANO, 1999). O esquema de protonacdo/desprotonacio do NOR nos meios

acido, neutro e basico esta representado na Figura 3.
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Figura 3: Esquema de protonacdo/desprotonacéo para o norfloxacino.
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Fonte: MITSCHER (2005) - adaptado.

O grupo carboxilico, que se encontra na posicao 3 do anel quinol6nico, protona-se em
meio levemente acido (pKa ~ 6). J& o grupo associado ao N na posicdo 4 do anel piperazina
protona-se em meio alcalino (pKa ~ 8.5). Ha ainda autores que mencionam a possibilidade de
processos de protonacdo/desprotonacdo nos demais atomos de N da molécula, dependendo do
pH em que se encontra, porém os dados sdo escassos e contraditérios (MITSCHER, 2005).

Outra propriedade importante para a compreensdo do comportamento de determinada
substdncia € o seu coeficiente de particdo octanol-agua. Esse coeficiente, geralmente
representado por Kow ou P, informa a razdo entre a solubilidade de um composto em octanol
(solvente néo polar) e a sua solubilidade em agua (solvente polar). Os valores sdo usualmente

tabelados como log Kow (ou log P), quanto maior o log Kow, mais apolar serd o composto, e
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maior a sua tendéncia em estar aderido aos sedimentos em um corpo d’agua; enquanto valores
menores de Kow indicam uma maior tendéncia a dissolu¢cdo do composto na fase aquosa.
Peruzzo e Canto, (2012) afirmam que, se log Kow > 0, entdo, Kow > 1 e a afinidade do
analito € maior pela fase organica, ja se log Kow < 0, entdo Kow < 1, o analito tende a se

dissolver preferencialmente na fase aquosa.

Os valores do coeficiente de particdo octanol-agua do NOR, descritos na literatura,
ndo sdo concordantes e alguns autores expressam opinides controversas quanto sua maior
afinidade pelos sedimentos ou pela fase aquosa. Golet et al. (2003); Pico e Andreu, (2007) e
Ying et al. (2010) apontam afinidade das FQ por lodo, sedimentos e solos, enquanto, Hari et
al. (2005) reportam baixa afinidade do NOR pelos sedimentos em &gua natural. Demeestere et
al. (2014) corroboram essa ideia em um estudo no qual compilaram dados que mostram que
as FQ em geral possuem log de Kow pequenos, o que indica baixo potencial de adsor¢édo no
meio. Amparo (2013) afirma que, devido aos grupos polares ligados ao nucleo lipofilico, as
FQ tem alta solubilidade em &gua, mas que sua estrutura quimica determina ainda uma
possivel interacdo com a matéria organica natural, bem como certa adsor¢éo no solo por causa

de interacGes hidrofdbicas, eletrostaticas ou ambas.

Também Demeestere et al. (2014), afirmam que alguns pesquisadores relatam suas
duvidas sobre a utilidade do log Kow para prever a particio ambiental de compostos
ionizaveis devido ao fato de que, ao lado do particionamento hidrofébico, as interacdes

eletrostaticas desempenham um papel significativo no processo de sorcao.

Independente dos valores de log Kow e pKa relatados, fato é que a presenca do NOR,
entre outras FQ, tem sido confirmada em diversos corpos d’agua e assim gera preocupacgédo
quanto ao seu destino e potencial de degradacdo (LOCATELLI, 2011; XU et al., 2015b). A
Tabela 1 traz alguns valores de propriedades fisico-quimicas importantes do NOR descritas na

literatura.
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Tabela 1: Algumas propriedades fisico-quimicas do Norfloxacino.

Parametros Valores Referéncia
Peso Molecular(g/mol) 319,33 U.S.PHARMACOPEIA,2017
6,30/8,38 ROSS; RILEY, 1990
6.26/8.85 SCHMITT-KOPPLIN et al., 1999
pKai/pKaz? 6,22/8,51 WANG; HE; HUANG, 2010a
6,27/8,71 DEMEESTERE et al., 2014
5,77/8,68 CHEMAXON, 2017
Solubilidade em &gua a 320 PENG etal., 2014
20°C(mg/L) 1000 DRUGBANK, 2017
Solubilidade em metanol 620 PENG et al., 2014
(mg/L)
-2,0 ROSS; RILEY, 1990
1.25 SCHMITT-KOPPLIN et al., 1999
g&j:]%'fggeugzggﬁfx‘)’ 1,17 DEMEESTERE et al., 2014
-1,03 PUBCHEM, 2017
0,46 VALDEQUIMICA, 2015

a)pKal se refere a constante de dissociacdo acida do préton associado ao grupo carboxilico; pKa2 refere-se a constante de
dissociacgdo acida do proton da amina secundéria do anel piperazina.
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3.4 CONSUMO DE FLUOROQUINOLONAS NO BRASIL E NO MUNDO

As fluoroquinolonas sdo consideradas umas das drogas mais bem sucedidas
desenvolvidas pela inddstria farmacéutica (ALBINI; MONTI, 2003) e figuram entre as

classes de antibidticos mais utilizadas no mundo (FRADE et al., 2014).

Um estudo publicado por Laxminarayan et al. (2014), sobre o consumo global de
antibioticos entre os anos 2000 e 2010 aponta que as FQ subiram duas posi¢des no ranking de
vendas dessa classe de farmacos, passando do 6° para o 4° lugar em volumes de venda, nesses
dez anos. O relatorio The State of de World’s Antibiotics 2015 apontou ainda que, neste
mesmo periodo, 0 maior aumento no uso desses medicamentos aconteceu nos paises
emergentes, conhecidos como BRICS (68% no Brasil, 19% na Russia, 66% na india, 37% na
China e 219% na Africa do Sul). O relatério afirma que aproximadamente trés quartos do
aumento total do consumo global ocorreram nessas nacgdes, apesar delas representarem apenas
um terco do aumento mundial da populacdo entre 2000 e 2010 (CENTER FOR DISEASE
DYNAMICS, ECONOMICS & POLICY, 2015).

No Brasil, em 2008, 40% dos remédios consumidos eram antibidticos (IMS HEALTH,
2010). A partir de 2010, essa classe de farmacos passou a ter sua venda controlada, sé
podendo ser dispensados com receita médica. Este fato, no entanto, ndo diminuiu o0 consumo
no pais. De acordo com a ANVISA, ap0s a exigéncia para retencdo de receita, 0 consumo de
antibioticos cresceu 4,8% em um ano, saindo de 90,3 milhdes para 94,7 milhdes de unidades.

Dados do instituto IMS Health afirmam que as fluoroguinolonas sdo a terceira classe
de antibioticos mais vendida no Brasil desde 2012, figurando o NOR entre os dez antibioticos
mais consumidos no pais, o terceiro mais vendido entre as fluoroquinolonas, ficando atréas
apenas do CIP e do LEV (IMS HEALTH, 2017). Esses dados séo ilustrados na Figura 4.
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Figura 4:Gréfico do volume de vendas dos dez antimicrobianos mais comercializados no Pais
no periodo de Junho de 2012 a Maio de 2017.
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Fonte: IMS HEALTH (2017).

3.5 ROTAS DE ENTRADA DE FLUOROQUINOLONAS NO MEIO AMBIENTE

A entrada de fluorogquinolonas e outros antibiéticos no meio ambiente se d& devido a
aplicacdes humanas ou veterinarias. A contaminacdo resultante de aplicacfes humanas pode
ocorrer pela disposi¢do incorreta de medicamentos nédo utilizados ou vencidos e, em maior
soma, pela descarga de efluentes contendo fluoroquinolonas. Com relacéo a este ultimo, trés
diferentes fontes merecem ser destacadas: (i) efluentes de industrias farmacéuticas, (ii)
efluentes urbanos e (iii) efluentes hospitalares.

A industria farmacéutica, assim como qualquer outra, elimina, continuamente, uma
série de residuos no meio ambiente. A diversidade e a particularidade dos efluentes dessas
indUstrias requer uma série de tratamentos diferenciados e mais especificos, contudo, o grande
aporte de substancias faz com que seja praticamente impossivel ndo haver tragos de farmaco

no efluente final. Na maioria das vezes, os farmacos permanecem em pequenas quantidades,
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mas ainda assim, mantém sua atividade biolégica mesmo ap6s o tratamento das aguas
residuarias (PIERONE, 2011).

Quanto a presenca de fluoroquinolonas em efluentes urbanos, uma vez administrados,
o0s antibioticos sdo absorvidos, distribuidos e posteriormente metabolizados no organismo.
Apesar de haver absorcdo e metabolizacdo, uma quantidade significativa dessas substancias é
eliminada de forma inalterada na urina e nas fezes. Esses farmacos sdo entdo diluidos no
esgoto doméstico sendo conduzidos ao longo do sistema de esgotos até corpos d’agua ou
estacOes de tratamento. Nesta mesma rota inclui-se o descarte de forma inadequada (por
exemplo, no vaso sanitario) de produtos ndo utilizados ou fora do prazo de validade. H& de se
considerar também a disposicdo em aterros sanitarios clandestinos que pode causar
contaminacdo por infiltracdo no solo e escoamento superficial (IKEHATA; JODEIRI
NAGHASHKAR; GAMAL EL-DIN, 2006; KOSJEK; HEATH, 2008; RATOLA et al.,
2012).

Os efluentes hospitalares sdo mais uma fonte significativa de contaminagdo do meio
ambiente por antibidticos devido a alta carga e a grande diversidade de medicamentos de que
é composto. Van Doorslaer et al. (2014), em um estudo de revisdo sobre a presenca de FQ no
meio ambiente, analisaram mais de 200 artigos, publicados entre 1998 e 2013, e apontaram
que as concentracdes de FQ em efluentes hospitalares variam entre 3 ng/L e 240 pg/L. Sendo
CIP, NOR e LEV/OFL os mais comumente encontrados, em concentracdes médias de

21pg/L, 5 pg/L e 11 pg/L, respectivamente.

No que diz respeito ao uso veterinario, as FQ sdo utilizadas desde a década de 1990,
tanto para o tratamento e prevencdo de doencas, quanto como agentes promotores de
crescimento (GOLET; ALDER; GIGER, 2002). Esses farmacos podem ser lancados
diretamente na agua, quando seu uso na aquicultura, ou chegarem ao meio ambiente pela
excrecdo dos animais. Van Doorslaer et al. (2014) relatam a utilizagdo de NOR em tanques de
criacdo de camaréo no Vietnd e Pallo-Zimmerman; Byron; Graves (2010) afirmam que o CIP

é frequentemente utilizado no tratamento de animais domesticos.

Possiveis rotas de entrada e destino de antibioticos no meio ambiente sdo

esquematizadas na Figura 5.

Figura 5: Esquema de possiveis rotas de entrada e destino de antibidticos no meio ambiente.
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Uma vez no ambiente, o destino dos farmacos vai depender de suas caracteristicas

estruturais e propriedades fisico-quimicas, como estrutura molecular, solubilidade, coeficiente
de particdo, fotossensibilidade e biodegradabilidade (MELO; DUARTE; SOARES, 2012). O
pH do meio, a capacidade de adsor¢do do contaminante aos sedimentos e o regime de chuvas

também sdo determinantes na concentracdo e na forma como essas espécies irdo se apresentar
(SARMAH; MEYER; BOXALL, 2006).
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3.6 PRESENCA DE FLUOROQUINOLONAS EM AMBIENTE HIDRICO

A primeira observagdo da presenca de antibioticos em aguas naturais foi realizada em
1999, por Hirsch e colaboradores, que determinaram 18 antibioticos de diferentes classes em
amostras de efluente de estacdes de tratamento de esgotos, agua superficial e agua
subterrdnea, na Alemanha. Porém, somente nos ultimos anos uma investigagdo mais
complexa sobre essas substancias vem sendo realizada a fim de permitir um melhor

entendimento sobre os riscos ambientais que podem representar (KUMMERER, 2009a).

Santos et al. (2010) compilaram informacGes de 134 artigos publicados entre 0s anos
de 1997 e 2009, identificando as principais classes terapéuticas presentes no meio ambiente.
Dentre todos os farmacos citados 15% sdo antibidticos, a segunda maior porcentagem,
ficando atras apenas dos anti-inflamatorios ndo esteroides (16% das cita¢fes). Os antibidticos
da classe das FQ foram identificados em diversos compartimentos hidricos: efluentes

hospitalares; afluentes, efluentes e lodo de ETE; aguas superficiais e até efluentes de ETA.

Golet et al. (2001) confirmaram a presenca de nove fluoroguinolonas em estacGes de
tratamento de esgoto na Suica, entre elas, o CIP e o NOR foram as mais abundantes,
encontradas na faixa de 249 ng/L a 405 ng/L e 45 ng/L a 120 ng/L, respectivamente. Kolpin et
al. (2002) em um amplo estudo sobre a presenga de farmacos e outros contaminantes de
preocupacdo emergente em aguas superficiais, nos Estados Unidos, relataram a presenca de
CIP e NOR, nos rios do pais. Lindberg et al. (2005) mostraram o resultado de uma triagem de
doze antibidticos em cinco ETE na Suécia, realizado nos anos de 2002 e 2003, os analitos
foram extraidos do afluente, do efluente final e do lodo da estacdo de tratamento; dos cinco
antibidticos mais frequentemente detectados nessas matrizes, trés eram fluorogquinolonas:
NOR, CIP e OFL. No continente asiatico, Nie et al. (2012) encontraram NOR em amostras de
agua salgada em regiBes proximas a criadores de peixes. No Brasil, Locatelli (2011) relatou a
presenca de dois representantes dessa classe (CIP e NOR) em &guas superficiais no estado de

Sao Paulo.

A Tabela 2 traz o registro de estudos, em varios paises, que confirmaram a presenca de

FQ nos mais diferentes compartimentos hidricos.



Tabela 2: Registro de fluoroguinolonas encontradas, em diferentes paises, no ambiente hidrico.
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Farmaco Concentracao Amostra Pais Referéncia
(ng/L)
20-30 Agua Superficial Estados Unidos KOLPIN et al., 2002
62 -568 Efluente Sanitério bruto e tratado Suica GOLET; ALDER; GIGER, 2002
7-300 Efluente Sanitario bruto e tratado Suécia LINDBERG et al., 2005
20-310 Efluente Sanitario bruto e tratado Estados Unidos KARTHIKEYAN; MEYER, 2006
600 — 15000  Efluente Hospitalar, Sanitério bruto Austrélia WATKINSON et al., 2009
e tratado e Agua Superficial
Ciprofloxacino 13625 - 160 Efluente sanitario bruto e tratado Espanha ROSAL et al., 2010
<5,2 - 164 Agua Superficial Espanha RODRIGUEZ-GIL et al., 2010
<6 — 224 Agua Superficial Espanha VALCARCEL et al., 2011
<0,6 -2 Agua Superficial Brasil LOCATELLI, 2011
18 Agua Superficial Argentina WUNDERLIN et al., 2014
<5 -207 Agua Superficial e Efluente de China XU etal., 2015

Estacéo de Tratamento de Agua
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Farmaco Concentragao Amostra Pais Referéncia
(ng/L)
120 Agua Superficial Estados Unidos KOLPIN et al., 2002
36 — 553 Efluente Sanitario bruto e tratado Suica GOLET; ALDER; GIGER, 2002
7-174 Efluente Sanitério bruto e tratado Suécia LINDBERG et al., 2005
250 — 330 Efluente Sanitério bruto e tratado Estados Unidos KARTHIKEYAN; MEYER, 2006
<10 - 60 Agua Superficial Franca TAMTAM et al., 2008
Norfloxacino 25 - 1150 Efluente Hospitalar, Sanitario bruto Austrélia WATKINSON et al., 2009
e tratado e Agua Superficial
<7,6 —37 Agua Superficial Espanha RODRIGUEZ-GIL et al., 2010
<0,6—4 Agua Superficial Brasil LOCATELLLI, 2011
4,14 — 6,62 Agua do mar China NIE et al., 2012
<5-65 Agua Superficial e Efluente de China XU et al., 2015
Estacio de Tratamento de Agua
Enrofloxacino 250 — 270 Efluente Sanitario bruto e tratado Estados Unidos KARTHIKEYAN; MEYER, 2006
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Farmaco Concentragao Amostra Pais Referéncia
(ng/L)
2-300 Efluente Hospitalar, Sanitario bruto Australia WATKINSON et al., 2009
e tratado e Agua Superficial
Enrofloxacino
<5-248 Agua Superficial e Efluente de China XU etal., 2015
Estac&o de Tratamento de Agua

7287 Efluente Sanitario bruto e tratado Suécia LINDBERG et al., 2005
49 — 388 Agua Superficial Espanha RODRIGUEZ-GIL et al., 2010

Ofloxacino <3552 Agua Superficial Espanha VALCARCEL etal., 2011
<5-204 Agua Superficial e Efluente de China XU etal., 2015

Estacdo de Tratamento de Agua
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3.7 REMOCAO DE ANTIBIOTICOS POR ESTACOES DE TRATAMENTO DE
EFLUENTE

3.7.1 Capacidade de remocdo de antibioticos do meio aquoso por pProcessos

convencionais de tratamento de efluentes

Devido aos custos envolvidos e a eficiéncia na remocdo da matéria organica, 0s
processos mais comuns de tratamento de efluentes sanitarios e industriais sdo 0s processos
biolégicos (TEIXEIRA, 2014). Contudo, na grande maioria dos casos, esses processos ndo se

mostram eficientes na degradacdo de microcontaminantes (MELO et al., 2009).

No que diz respeito aos antibidticos, sua presenca nos afluentes pode representar
toxicidade para 0s microrganismos envolvidos, que ndo conseguem, nas condicdes
apresentadas na maioria das ETE, degradar moléculas dessa classe de farmacos. De fato, a
presenca de antibioticos em afluentes de ETE pode prejudicar os processos de tratamento que
utilizam bactérias, diminuindo a eficiéncia do sistema e até aumentado a toxicidade do
efluente (HALLING-SORENSEN et al., 1998).

Golet; Alder; Giger (2002) afirmam que as ETE sdo importantes fontes pontuais de
contaminacdo de aguas superficiais por antibidticos e diversos trabalhos que apresentam o
balanco das concentragdes de farmacos na entrada e na saida de plantas de tratamento de dgua
e efluentes sanitarios e industriais corroboram essa afirmacdo. Em uma revisdo, Deblonde;
Cossu-Leguille; Hartemann (2011) identificaram e compilaram dados sobre as concentracfes
de contaminantes de preocupacdo emergente em afluentes e efluentes de ETE descritos na
literatura entre os anos de 1997 e 2010. Com os dados compilados, puderam inferir a
capacidade média de remocdo de cada um dos compostos investigados nas ETE. Para os
antibioticos (13 no total), a média da capacidade de remocéo descrita na literatura é de apenas

50%. Para 0 NOR a média de remocao apresentada foi de 54%.

Li et al. (2013) avaliaram 45 ETE em 23 cidades da China. Os resultados apresentaram
contaminacéo por antibioticos nos efluentes de todas as estacfes avaliadas e apontaram que o
tratamento biologico ndo se mostrava efetivo na degradagédo desses farmacos. Entre todos os
antibidticos estudados, a classe das FQ foi a mais detectada (encontrada em todas as

amostras), sendo as maiores concentragdes exibidas na fracdo sélida (lodos) das ETE.
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Jin; Peldszus (2012) apresentaram um trabalho sobre a capacidade de remocéo de
varios farmacos por tratamento convencional, processos oxidativos avangados e separacdo por
membranas. Os resultados apontaram que 0s processos convencionais de tratamento de esgoto

sdo menos eficientes na degradacdo de farmacos do que os processos avangados.

3.7.2 Capacidade de remocdo de antibiéticos do meio aquoso por processos

oxidativos

Novas tecnologias para tratamentos de agua e efluentes vem sendo empregadas na
tentativa de degradar poluentes organicos recalcitrantes aos tratamentos bioldgicos
convencionais. Estas tecnologias consistem principalmente na transferéncia de fase e na
oxidacdo quimica (ZIOLLI; JARDIM, 1998; JARDIM; CANELA, 2004).

Nos processos de transferéncia de fase o poluente € transferido de um meio para outro,
como por exemplo, na adsor¢cdo em carvdo ativo e na filtracdo por membrana, o
aprofundamento de tais processos, no entanto, ndo faz parte do escopo dessa revisdo. J& a
oxidagdo quimica do poluente tem como objetivo a mineralizacdo do mesmo em dioxido de
carbono, agua e material inorganico. Contudo, a mineralizacdo dos poluentes nem sempre é
factivel, na maioria das vezes a oxidacdo se da de modo incompleto, ndo havendo controle
sobre os subprodutos formados (JARDIM; CANELA, 2004).

Diversos oxidantes quimicos podem ser utilizados no tratamento de aguas e efluentes,
0s mais comuns sao: cloro (Cl»), hipoclorito (OCI"), dioxido de cloro (CIO2), ozénio (O3),
permanganato (MnOs"), peroxido de hidrogénio (H202 ) e ferratos (FeOs*) (GUIMARAES;
NOUR, 2001).

Quando um composto é colocado em contato com um oxidante, uma ampla gama de
subprodutos ou intermediarios podem ser produzidos, dependendo do tipo de oxidante
escolhido. Outra variavel a ser considerada é a complexidade do efluente, é muito raro que o
contaminante de interesse seja 0 Unico composto organico presente na matriz ambiental.
Assim, a interacdo do oxidante com o0s demais compostos organicos e a relagédo
estequiométrica entre oxidante e matéria organica tem de ser levadas em conta. O sucesso da
oxidacdo quimica depende do objetivo final do tratamento - eliminacdo de uma espécie
quimica em particular, reducdo da carga organica total, remocdo de cor, redugdo de

toxicidade, entre outros. E uma operacdo que precisa ser cautelosamente estudada,
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principalmente se utilizada antes ou no lugar do tratamento bioldgico, pois um residual de
oxidante poderd levar a formacdo de subproduto apds o tratamento, além de ser
economicamente muito desaconselhavel. Por esse motivo, a maioria das ETE opta por nédo
utilizar a oxidagdo quimica branda em seus processos, sendo utilizada apenas nos processos
de polimento ou quando h& necessidade de desinfeccdo do efluente (JARDIM; CANELA,
2004).

Uma categoria mais recente de processos oxidativos sdo 0S processos oxidativos
avancados (POA), que consistem em métodos de oxidacdo nos quais ha a geracdo de especies
altamente oxidantes, como o radical hidroxila (*OH), capazes de promover a degradagdo
parcial ou total da matéria organica. Esses radicais podem ser formados a partir de técnicas
diversas. Os POA sdo classificados em sistemas homogéneos ou heterogéneos, conforme a
auséncia ou a presenca de catalisadores na forma solida, além de poderem estar ou ndo sob
irradiagdo (TEIXEIRA; JARDIM, 2004; TEIXEIRA, 2014). Na literatura podemos encontrar
diversas configuracdes de POA, a Tabela 3 apresenta os mais comumente utilizados.

Tabela 3: Processos oxidativos avancados mais aplicados para degradacdo de moléculas
organicas.

Nome do Processo Condic6es do processo
Os
Os/UV
Ozonizagéo
O3/H202
03/H202/UV

Fotolise de H20: H20,/UV

Reagente de Fenton Fe?'/H,0;
Foto-Fenton Fe?* ou Fe*'/H,0,/UV

TiO/UV

Fotocatalise
TiO2/H20,/UV
Fonte: GAMA, (2012) - adaptado.

Os POA possuem a capacidade de eliminar ou reduzir substancias de elevada
estabilidade (refratarias) e baixo grau de mineralizagdo presentes na dgua (FREITAS, 2014).

Por isso se mostram importantes para o tratamento de efluentes contaminados por
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antibioticos, pois podem alcancar expressivas porcentagens de remogao desses contaminantes
(TEIXEIRA, 2014).

Diante do potencial apresentado, a capacidade de degradacdo e de mineralizacdo de
farmacos por POA tem sido amplamente estudada nos ultimos anos. Klamerth et al. (2010)
estudaram a capacidade de degradacdo de 15 farmacos, em amostras sintéticas e efluentes
sanitarios fortificados, por processos de Fenton e foto-Fenton. Dentre os medicamentos
estudados, as duas quinolonas abordadas no estudo, ofloxacino (OFL) e flumequina (FLU),
foram as que apresentaram melhor remocgdo por processo Fenton. Aproximadamente 70%
para 0 OFL e 50% para a FLU. Na etapa envolvendo radiagdo solar (Foto-Fenton), em
aproximadamente uma hora de exposicdo, a FLU e o OFL alcangaram concentragdes abaixo

do limite de quantificacéo.

Pulgarin et al. (2012) avaliaram a remocéo de 32 contaminantes (entre eles CIP, NOR
e OFL) de efluente sanitario, por radiacdo UV e foto-Fenton. Quando submetidos a radiacao
UV foram observados percentuais de remocéao de 36%, 48%, e 65% para NOR, CIP, e OFL,
respectivamente. Quando o mesmo efluente foi submetido ao tratamento por radiacdo UV
acrescida de perdxido de hidrogénio, a remog¢do das quinolonas foi de 100%, levando em

consideracdo o limite de quantificagdo de 15 ng/L.

Contudo, devido a complexidade dos efluentes sanitarios e industriais, as baixas
concentracOes dessas substancias no ambiente hidrico e aos limites de deteccdo das técnicas
envolvidas, a maioria dos trabalhos que testaram a remocdo de fArmacos de amostras aquosas
por processos oxidativos, sejam eles avancados ou ndo, focaram no potencial de remocéo
desses contaminantes, mas negligenciaram quais seriam os subprodutos formados durante os
processos de degradacdo (TEIXEIRA, 2014). Devido a baixa concentracdo, os métodos
espectrométricos foram desenvolvidos, na maioria dos casos. para medir e identificar apenas o
composto alvo, o que melhora o limite de detec¢do. No entanto, essa melhora tem um preco:
apenas as eficiéncias de remocao podem ser reportadas, ndo sendo realizada a determinacgéo
do produto final dessas reacOes e, consequentemente, do potencial de toxicidade dos
compostos formados, uma vez que somente 0s ions precursores sao monitorados
(GLASSMEYER & SHOEMAKER, 2005). Na tentativa de suprir essa lacuna, alguns
trabalhos mais recentes vem desenvolvendo estudos mais especificos sobre a formacdo de
subprodutos da oxidacdo de determinados antibioticos que serdo discutidos em topico mais

adiante neste texto.
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3.8 DESINFECCAO

A desinfeccdo é geralmente a Ultima etapa do tratamento tanto de &guas residuarias
qguanto de &gua para consumo humano. Em sintese, € um processo que se da por agentes

quimicos ou fisicos e objetiva a inativacdo de microrganismos patogénicos (LIBANIO, 2010).

No que tange ao tratamento de &guas residuérias, a decisdo sobre a implantagdo da
desinfeccdo ndo é simples e tem de levar em conta os custos envolvidos, a eficacia do
tratamento, a possivel geracdo de produtos toxicos, 0 uso do corpo receptor, entre outros
fatores, e nem sempre se faz necessaria ou viavel. A desinfeccdo de esgotos sanitarios visa
inativar seletivamente espécies de organismos que ameacam a salde humana, em consonancia
com os padrdes de qualidade estabelecidos para as diferentes situagdes. (VON SPERLING,
2014). A utilizacdo de agentes quimicos para a desinfeccdo desses efluentes ainda que
possivel, ndo é comum, devido a alta dosagem de oxidante necessaria, 0 que além de
encarecer 0 processo aumenta as chances da geracdo de subprodutos toxicos ao meio
ambiente. Assim, quando necessario, outros processos sdo mais comumente utilizados, como

lagoas de maturacdo, infiltracdo no solo, radiacdo UV e membranas.

Ja no tratamento de agua para consumo humano a desinfec¢do apresenta-se como
etapa obrigatéria a fim de garantir o controle da qualidade microbioldgica e,
consequentemente, combater doengas de veiculagdo hidrica. Os agentes quimicos utilizados
sdo os mais diversos, figuram entres eles: cloro gasoso (Cl.), compostos de cloro (NaClIO,
Ca(ClO)2, CIOy, etc.), ozbnio (Oz), permanganato de potassio (KMnOa), peroxido de
hidrogénio (H202), acido peracético (CH3COsH), fons ferrato (FeO4-?) e outros agentes como
sais de prata e cobre, detergentes e alcoois (SINCERO & SINCERO, 2003).

Historicamente, o cloro e seus compostos séo 0s agentes quimicos mais difundidos no
tratamento de aguas de abastecimento em todo o Planeta. Isto ocorre devido ao amplo
espectro de acdo germicida; da capacidade de formagdo de compostos que permanecem na
agua, proporcionando residual desinfetante; da capacidade de prevencdo do crescimento de
algas; remocdo de ferro e manganés; remogdo de cor e controle do desenvolvimento de
biofilmes nas tubulagdes (LIBANIO, 2010). A cloragdo pode oxidar compostos quimicos

através de dois mecanismos gerais: (i) reacdes de substituicdo ou adi¢do de cloro, alterando
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grupos funcionais ativos ou (ii) quebra da molécula pela oxidacdo com radicais hidroxila ou
de cloro ativo (LE-MINH et al., 2010).

No Brasil, a Portaria 2914 de 2011, que versa sobre o padrdo de potabilidade de agua
para consumo humano, em seus artigos 34 e 35 preconiza como obrigatoria a manutencao de
no minimo, 0,2 mg/L de cloro residual livre ou 2,0 mg/L de cloro residual combinado ou 0,2
mg/L de dioxido de cloro em toda a extensdo do sistema de distribui¢do. No caso do uso de
ozonio ou radiacdo UV como desinfetante, o cloro ou o dioxido de cloro devera ser

adicionado a fim de se manter o residual minimo no sistema de distribuicéo.

3.8.1 Compostos de cloro livre

O gés cloro (Cl,) é o agente empregado na quase totalidade dos sistemas de grande e
médio porte do pais. Os hipocloritos de célcio (Ca(ClO.)), e de sddio (NaClO), sdo mais
utilizados em sistemas de pequeno porte, piscinas, embarcacfes e hotéis. O hipoclorito de
calcio é disponibilizado na forma sélida, geralmente com teor de cloro ativo da ordem de
65%. O hipoclorito de sodio é disponibilizado na forma liquida, com teor de cloro ativo
préximo a 12% e, apesar de ser comercializado na forma liquida, o0 que encarece 0s custos de
transporte e armazenamento, o hipoclorito de sédio ainda é mais utilizado do que o
hipoclorito de calcio (LIBANIO, 2010).

A dissociacdo dos compostos de cloro em agua leva a formacao do acido hipocloroso
(HOCI), como mostrado nas equacdes 1, 2 e 3. Na sequéncia, o acido hipocloroso dissocia-se

em ions hipoclorito (OCI") e hidrogénio, como evidenciado na Equacéo 4.

Clz (g + H20 — HOCI + H* + CI (1)
NaClO + H,0 = HOCI + Na* + OH' )
Ca(ClO); + 2H,0 = 2HOCI + Ca?* + 20H- 3)
HClO= H* + OCI (4)

A dissociacédo apresentada na equacao 4 é fortemente dependente do pH do meio. Em
pH entre 6,5 e 8,5 ela se da de forma incompleta e as duas espécies HOCI e OCI" estdo

presentes em pequena concentracdo (WHITE, 1992 apud DANIEL, 2001). Em pH abaixo de
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6,5 ndo ocorre a dissocia¢do de HOCI e em pH acima de 8,5 todo o &cido se dissocia no ion
OCI". O efeito germicida do acido hipocloroso é maior do que o do ion hipoclorito e, por
causa disso, a etapa de desinfecdo geralmente é realizada em pH mais baixo. O cloro existente
na agua sob as formas de acido hipocloroso (HOCI) e de ion hipoclorito (OCI") € definido
como cloro residual livre (WORLD HEALTH ORGANIZATION - WHO, 2011).

Na presenca radiacdo UV, o &cido hipocloroso, pode absorver um foton o que leva a
formagdo de espécies radicais (HO+ e Cl¢) altamente reativos (LINDEN; WATTS, 2007). A

clivagem homolitica da ligacdo O-Cl é mostrada na Equacéo 5.
HOCI — HO « ++ Cl (5)

A formacdo de espécies radicalares pela exposicdo de solucBes aquosas contendo
compostos de cloro a radiacdo UV pode aumentar a velocidade de reacGes de oxidagdo e até
permitir a oxidacdo de compostos recalcitrantes, contudo, por se tratar de espécies altamente
reativas, ndo pode-se prever ao certo quais serdo os produtos formados (STEVANI, 2004).

O uso indiscriminado de compostos de cloro como desinfetante traz preocupacdes
guanto a geracdo de subprodutos, principalmente trihalometanos (THM), e ao
desenvolvimento de resisténcia de alguns patogenos a agdo desse desinfetante. Como
alternativa, diversos sistemas, especialmente na América do Norte e Europa, utilizam o cloro
associado a outro desinfetante, reduzindo a dosagem do gas que passa a assumir apenas a
funcdo de conferir o residual, minimizando a formacdo de subprodutos e assegurando a
qualidade microbioldgica da agua tratada. No Brasil, os desinfetantes alternativos tém
aplicacdo praticamente incipiente no que tange as aguas de consumo, tendo sua aplicacao

restrita as aguas destinadas & distintas atividades industriais (LIBANIO, 2010).

3.8.2 Compostos de cloro combinado

O dioxido de cloro e as cloraminas apresentam-se como compostos de cloro
alternativos, utilizados junto a outros desinfetantes, com o intuito de conferir cloro residual e

minimizar a formacéao de subprodutos.

O didxido de cloro (CIO2) € um composto neutro, em que o cloro esta no estado de

oxidacdo +4. Sua acdo desinfetante €, em termos quimicos, uma oxidacdo, ndo sendo
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formadas espécies de cloro livre. E um oxidante seletivo que, através de um mecanismo de

transferéncia de elétrons, reduz-se a clorito (ClIO2"), como mostrado na Equacéo 6.

ClOz(aq) + €— CIOZ (6)

O CIO2 ndo atua como agente de cloracdo. Assim, ao contrario do cloro gasoso, o ClO>
ndo reage com a matéria organica presente na dgua, nem com outros diversos compostos
organicos, diminuindo a formacdo de subprodutos clorados como os trihalometanos
(ALMEIDA, 2008; DANIEL et al., 2001).

As dificuldades no emprego do diéxido de cloro se dao principalmente devido ao
custo, que é maior quando comparado ao cloro gasoso ou o0s hipocloritos; e devido ao maior
cuidado necessario no processo de geracdo do gas, fatores que limitam sua utilizacdo a

estacdes de grande porte.

As cloraminas sdo substancias resultantes da reacdo do cloro com compostos
nitrogenados (DANIEL et al., 2001). Seu poder desinfetante (frente a virus e Giardia) é
menor quando comparado ao cloro gasoso, mas equivalente ao poder desinfetante dos
hipocloritos. As cloraminas sdo comumente utilizadas em situacGes nas quais, através da
associacdo com outro desinfetante ou devido ao desempenho das etapas posteriores de
tratamento, a qualidade microbioldgica da agua ja esta assegurada. Assim, sua adicdo tem
como objetivo conferir o residual na rede de distribuicdo, minimizando o crescimento

bioldgico e a formacdo de trihalometanos (LIBANIO, 2010).

Nas estacBes de tratamento de agua, geralmente sdo formadas pela combinacdo de
amonia e acido hipocloroso e podem dar origem a monocloraminas (NH2Cl), dicloraminas
(NHCI_) e/ou tricloreto de nitrogénio (NCls). As reacdes sdo mostradas nas equacdes 7, 8 e 9.

NH.* + HOCI 2 NH.CI + H,0 + H* (7)
NHCl + HOCI = NHCI, + H.0 (8)
NHCI, + HOCI = NCl; +H,0 (9)

O cloro presente sob a forma de cloraminas € denominado cloro residual combinado
(WORLD HEALTH ORGANIZATION - WHO, 2011).
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A desinfeccdo quimica, desde quando comegou a ser aplicada, possibilitou uma
diminuicdo vertiginosa na transmissdo de doengas de veiculacdo hidrica levando a uma
melhora na qualidade de vida das populacdes abastecidas por dgua desinfetada. Contudo, seja
qual for o agente quimico empregado, podem ser gerados alguns subprodutos de desinfecao
que, apesar de se apresentarem em pequenas concentragfes, podem ser danosos aos seres
humanos e ao meio ambiente (DANIEL et al., 2001).

A presenca de fluoroquinolonas em afluentes de estacbes de tratamento de esgoto e
agua é fato incontestavel. Sendo assim, essas substancias serdo submetidas a processos de
oxidagdo, seja durante os processos de remocdo de carga organica, seja na etapa de
desinfeccéo.

Apesar de ndo ser comumente aplicada quando o objetivo é a oxidacdo de
micropoluentes organicos, justamente pela possibilidade de formacéo de subprodutos téxicos,
a cloracdo é o processo quimico mais utilizado para a desinfeccdo de &guas, ndo sé no Pais
como em diversas partes do mundo, como discutido anteriormente. Assim, as reagdes entre
espécies aquosas de cloro e fluoroquinolonas merecem destaque, pois desempenham papel

importante no destino ambiental desses farmacos e, por isso, sdo alvo deste estudo.
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39 ESTUDOS DE OXIDACAO DO NORFLOXACINO E OUTRAS
FLUOROQUINOLONAS

Do ponto de vista aplicado ao tratamento de efluentes, as reacdes de oxidacao/reducéo
sdo uma tentativa de transformar moléculas ambientalmente indesejaveis e potencialmente
toxicas em outras moléculas menos nocivas e capazes de serem assimiladas nos ciclos da
natureza (DANIEL et al., 2001). A oxidacdo pode se dar de forma completa ou parcial. A
oxidacdo completa de um composto leva a sua mineralizacdo, gerando como produtos didxido
de carbono, a4gua e demais compostos inorganicos. Contudo, em se tratando da remocao de
antibidticos de efluentes, na grande maioria das vezes, o que ocorre é a oxidagdo parcial ou
incompleta, que leva a quebra da molécula precursora em moléculas menores. O problema
reside no fato de que tais moléculas menores ndo sdo, necessariamente, menos toxicas do que
0 composto original. Dodd et al. (2005) afirmam que ao submeter efluentes contendo FQ a
processos de desinfeccdo como cloragdo, ozonizagdo e radiacdo UV sdo gerados diversos
subprodutos ndo mineralizados, que serdo entdo langados nos corpos receptores, podendo

chegar as residéncias para consumo.

Mesmo a aplicacdo de POA ndo consegue atingir altas taxas de mineralizacdo desses
farmacos. Para que houvesse a total mineralizagdo dos microcontaminantes seriam necessarias
condicBes drasticas como pH extremos, tempos de retencdo hidraulica muito longos, vaz6es
muito baixas, etc., o que inviabilizaria o tratamento, logistica e economicamente. Em
condi¢des usuais em que sdo aplicados em estacGes de tratamento de dgua e esgotos 0s
processos oxidativos demonstram alcancar taxas significativas de remocédo de farmacos, mas

as taxas de mineralizagdo ndo sdo satisfatorias.

Dados sobre a formacdo de subprodutos da oxidacdo de fluoroquinolonas por
compostos de cloro, livre ou associado, ainda sdo escassos na literatura, mas existem diversos
estudos que realizam a investigacdo dos subprodutos formados por processo oxidativos
diversos como fotdlise, fotocatalise e ozonizacdo. Como de forma geral, 0 que ocorre sao
reacOes de oxidacdo, os subprodutos formados pelos diferentes processos apresentam muita

semelhanca. A Tabela 4 traz alguns estudos que realizaram esta investigacao.



Tabela 4: Estudos envolvendo a investigacdo dos subprodutos de oxidacéo de fluoroquinolonas para diferentes tratamentos oxidativos

empregados.
Antibioticos o Eficienciade 1 jise de . .
_ . Meétodo oxidativo empregado mineralizagéo Teste de toxicidade Referéncia

(concentragao) (%) subprodutos

Ciprofloxacino 5 AC
p Cloracao com especies de cloro N0 5 subprodutos

(100 mg/L) livre (NaClO) i
Enrof ) Nao DODD et al., 2005
nrofloxacino 5 sci
Cloracao com especies de cloro N0 3 subprodutos
(100 mg/L) livre (NaClO)
Ciprofloxacino L 3
Oxidacdo com MnO> Néo 6 subprodutos
(67 mg/L) . ZHANG; HUANG,
) Nao
Norfloxacino o i 2005
Oxidacdo com MnO- N&o 6 subprodutos
(64 mg/L)
Norfloxacino 3 3
Cloragdo com CIO> Né&o 6 subprodutos
(80 mg/L) No WANG; HE;
Ciprofloxacino N ) HUANG, 2010
Cloragdo com CIO> Né&o 6 subprodutos
(80mg/L)

Ciprofloxacino R . PAUL,; DODD;
P UVA, Vis-TiO, e UVA-TIO; Néo 7 subprodutos S"Bé 'E;gﬁ:rfgﬁfg'gfi”to STRATHMANN,
(33mg/L) 2010

) 4 subprodutos Sim: Ensaio de
Levofloxacino  Cloragéo com compostos de N0 (2 nio bioluminescéncia - Vibrio DEBORDE et al.,
cloro livre (NaClO) fischeri: subprodutos mais 2013

(1000 mg/L)

identificados)

téxicos
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Antibioticos o Eficienciade 1 jise de . .
_ . Meétodo oxidativo empregado mineralizagéo Teste de toxicidade Referéncia
(concentragao) (%) subprodutos
Ciprofloxacino L 3
Ozonizagéo Né&o 19 subprodutos
(10 mg/L)
Norfloxacino o 3 y
Ozonizagéo N&o 19 subprodutos N&o JIANG et al., 2012
(10 mg/L)
Lomefloxacino L 3
Ozonizagéo Né&o 27 subprodutos
(10 mg/L)
Ciprofloxacino _ 3
Simulador de luz solar Néo 5 subprodutos
(20 mg/L)
Norfloxacino ] 3 3 BABIC; PERISA;
(10 mg/L) Simulador de luz solar Néo 8 subprodutos Nao SKORIC, 2013
Enrofloxacino )
Simulador de luz solar Néo 7 subprodutos
(10 mg/L)
Ciprofloxacino Simulador de | | NG 4 suborodut
imulador de luz solar do subprodutos PR -
(33 g/L) Sim: residual de atividade oo\ et al.
Enrof ) antibacteriana contra 2015
nrofloxacino i i
Simulador de luz solar Nao 2 subprodutos diferentes cepas de E. coli.
(36 g/L)
Oxidagdo com permanganato de Né&o 9 subprodutos  atividade antibacteriana XU etal., 2016

90 mg/L)

potassio (Mn (VII))

contra cepas de E. coli
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Estudos experimentais da oxidacdo de FQ demonstraram que, na maioria dos
processos ocorre uma modificagdo na por¢do piperazina da molécula. Von Gunten; Dodd;
Buffle (2006), em um estudo sobre a ozonizagdo de farmacos, entre eles duas FQ de segunda
geracdo (CIP e ENF) afirmaram que o nitrogénio (N4) da porcéo piperazina das moléculas é o
principal alvo de oxidagdo pelo Os, contudo, os autores ndo demonstraram quais seriam oS
subprodutos formados. Wang; He; Huang (2010) investigaram 0S mecanismos e 0S
subprodutos de reacdo entre algumas FQ e o dioxido de cloro e afirmaram que 0 mesmo N4,
do anel piperazina, € o principal alvo para o ClO, podendo ocorrer a desalquilagéo,
hidroxilagcdo ou fechamento intramolecular na porcéo piperazina. Seus dados apontam ainda
que as FQ com nitrogénio terciario reagem mais prontamente com ClO2 do que as FQ com
nitrogénio secundario. Sturini et al. (2015) ao estudarem a fotodegradacéo de algumas FQ por
luz-solar em ETE também mostraram que, para 0 ENF e o CIP, os subprodutos de degradacéo
mais abundantes eram aqueles em que havia ocorrido oxidagdo e/ou abertura do anel
piperazina. Xu et al. (2016) mostraram que a oxidagdo do ENF com Mn(VII) leva formagéo

de subprodutos atacados no mesmo anel.

Alguns trabalhos envolvendo FQ e espécies de cloro livre (HOCI/OCI) também
apontam um envolvimento do anel quinoldnico. Alguns autores preveem que, na presenca de
excesso de espécies de cloro livre, pode ocorrer halogenacdo do anel quinolénico. Dodd et al.
(2005) investigaram o comportamento das fluoroquinolonas CIP e ENF frente as espécies de
cloro livre HOCI/OCI" e propuseram alguns produtos da clora¢do aquosa dos mesmos. Para o
ENF, uma FQ com nitrogénio terciario no anel piperazina, o principal produto de reacédo
proposto pressupde que o grupo carboxilico do anel quinoldnico é substituido por um atomo
de cloro, esta reacdo seria catalisada pela formagdo de um intermediario cloraménio altamente
reativo. Ja para o CIP, que contem uma amina secundaria no anel piperazina assim como o
NOR, o principal subproduto proposto infere uma fragmentacdo consertada do anel
piperazina. No entanto, reagfes com excesso de cloro livre resultaram na formagéo de
diversos outros subprodutos, sendo os mais estaveis representados pela halogenacao orto, em

relacdo a porcao piperazina, do anel quinolénico.

Os dados de Deborde et al. (2013) corroboram os achados de Dodd et al. (2005) para a
cloracdo de uma FQ com amina tercidria. Na investigacdo da cinética de degradacdo e dos
subprodutos da cloracdo do levofloxacino (LVF), os autores também sugeriram a formacao de
um intermediario cloraménio, que resulta na halodescarboxilacdo do anel quinolénico e, na

sequéncia, na abertura do anel piperazina.
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3.10 FUNDAMENTOS DOS METODOS ANALITICOS ENVOLVIDOS

A andlise de fArmacos em amostras ambientais exige a utilizacdo de técnicas analiticas
sofisticadas ja que, na maioria das vezes, esses compostos apresentam-se em baixas
concentracdes e/ou em misturas complexas. Sendo assim, os métodos para realizacdo de tais
andlises precisam ser capazes de separar, identificar e quantificar os compostos quimicos com
alta sensibilidade e especificidade (FATTA-KASSINOS; MERIC; NIKOLAOU, 2011). Para

tal, o0 uso de técnicas hifenadas tem sido amplamente difundido.

O termo técnicas hifenadas refere-se ao acoplamento entre duas ou mais técnicas
analiticas com o objetivo de realizar analises mais eficientes e rapidas do que os sistemas
convencionais. As técnicas a serem acopladas deverdo gerar informagdes complementares.
Exemplo tipico é o acoplamento de métodos de separacdo, como a cromatografia, com

técnicas de identificacdo, como a espectroscopia de massas (RODRIGUES et al., 2006).

3.10.1Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A cromatografia é uma técnica fisico-quimica de separacdo baseada no equilibrio dos
componentes de interesse entre duas fases imisciveis: fase estacionaria e fase movel
(MATUMOTO & ALCANTARA, 2014). A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC-
do inglés High Performance Liquid Chromatography) € o tipo mais versétil de cromatografia
por eluicdo. Nessa técnica a fase movel é um solvente liquido e a fase estacionaria é composta
por particulas finamente divididas. A identificacdo de um determinado analito, ou separacdo
de uma mistura deles, baseia-se no tempo de retencdo, que nada mais é do que a medida, em
funcdo do tempo, entre o ponto de injecdo da amostra e 0 pico de um componente que emerge
da coluna. O tempo de retencdo pode variar com o fluxo da fase mével, com o comprimento e
o didmetro da coluna. Esta técnica é caracterizada pelo uso de colunas em ago inoxidavel com
didametro interno entre 2 - 5 mm empacotadas com particulas porosas esféricas de tamanhos
entre 3 - 10 um, que formam a fase estacionaria. A fase mdvel elui continuamente pela
coluna, sob pressdo elevada e com um fluxo controlado. A utilizacdo de pressdes elevadas
permite maior eficiéncia das analises e 0 uso de colunas com microparticulas permite maior
eficiéncia na separacdo dos compostos. Um sistema de HPLC geralmente é acoplado a um
computador que traduz, sob a forma de um grafico (cromatograma), a leitura dos analitos que
foram identificados (SKOOG, 2006).
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A cromatografia liquida é uma excelente técnica de separagdo, no entanto, se a analise
qualitativa (confirmacdo da identidade quimica) também se fizer necesséria, é interessante
que esta técnica seja acoplada a um método de identificacdo. Entre as varias opcoes
existentes, uma das que melhor fornece informac6es estruturais é a espectrometria de massas
(LANCAS, 2009). O acoplamento dessas técnicas combina as vantagens da cromatografia
(alta eficiéncia de separacdo) com as da espectrometria de massas (seletividade e obtencéo de
informacdo estrutural e massa molar) para tornar o método um dos mais eficientes e
extensivamente utilizados em pesquisas recentes com aplicacdo ambiental (CHIARADIA,;
COLLINS; JARDIM, 2008).

3.10.2 Espectrometria de Massas

Em sua forma mais simples, um espectrémetro de massas tem cinco componentes
(Figura 6). O primeiro deles é a unidade de introducdo da amostra que faz a intersecao
atmosfera-vacuo (as pressdes dentro de um espectrdmetro sdo mais baixas do que a pressao
atmosférica, chegando a micrometros de mercirio em algumas regiGes). A unidade de
introducdo da amostra leva até ao segundo componente, a fonte de ionizacdo, onde as
moléculas da amostra sdo transformadas em ions em fase gasosa. Estes ions sdo acelerados
por um campo magnético e, na sequéncia, o terceiro componente, um analisador de massas, 0S
separa em razdo de sua relacdo massa/carga (m/z). A seguir, 0 quarto componente, um
detector, quantifica os ions gerados e, por ultimo, o sistema de dados registra e processa 0s
sinais (PAVIA et al., 2015). As massas atbmicas sdo expressas em termos de unidades de
massa atdmica, ou daltons (Da). O espectro de massas é um grafico do nimero de ions

produzidos versus a razdo massa/carga (SKOOG, 2006).

Figura 6: Componentes de um Espectrometro de Massas.
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Através da determinacdo precisa da razdo massa/carga dos analitos, a espectrometria
de massas (MS - do inglés Mass Spectrometry) é capaz de fornecer informacdo sobre: (i) a
composicao elementar de amostras; (ii) a estrutura molecular; (iii) a composicao qualitativa e
quantitativa de misturas complexas; (iv) a estrutura e a composi¢do de superficies solidas e as

proporcdes isotopicas de &tomos em amostras (ARDREY, 2003).

Diferentes tipos de cada um dos componentes citados tem sido desenvolvidos e
utilizados em analises diversas. Dentre as fontes de ionizacdo mais usadas em sistemas
hifenados, destacam-se: ionizacdo por eletronebulizacdo (ESI - electrospray ionization),
ionizacdo quimica a pressdo atmosférica (APCI - atmospheric pressure chemical ionization)
e, mais recentemente, a fotoionizacdo a pressdo atmosférica (APPI - atmospheric pressure
photoionization) (ARDREY, 2003; CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008). Cada uma
delas possui um mecanismo especifico de ionizacdo que influencia de maneira distinta a
producdo dos ions. Assim, cada técnica possui suas especialidades e suas limitacOes
(REMANE et al., 2010).

Quanto aos analisadores, os mais utilizados sdo: quadrupolos (Q), armadilha de ions
(ion trap- IT), tempo de voo (time of flight - TOF), setor elétrico (E) e setor magnético (B),
ressonancia ciclotronica de ions com transformada de Fourier (Fourier-transformation
cyclotron resonance — FT ICR) e configuragdes hibridas, por exemplo, IT-TOF
(HOFFMANN; STROOBANT, 2007).

3.10.2.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de
Massas de Alta Resolucdo (HPLC-IT- TOF)

No presente estudo, a determinacéo dos subprodutos de cloragdo do norfloxacino foi
realizada através de injecdo direta em um espectrometro de massas hibrido contendo
analisadores do tipo ion trap (IT) e time off flight (TOF), em sequéncia, com fonte de

ionizacdo do tipo electrospray (ESI).

A ESI é uma das principais técnicas de ionizacdo em pressdo atmosférica (APl —
atmospheric pressure ionization) e faz parte das técnicas no conceito de ionizacao suave, que
permite a formacdo de ions a partir de macromoléculas, superando sua propensdo em

fragmentar-se quando ionizadas (SOUZA, 2008).
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O processo de ionizagdo por ESI ocorre mediante o bombeamento dos analitos,
dissolvidos em um solvente volétil, através de um fino capilar de ago inoxidavel. Na ponta
deste capilar é aplicada uma alta tensdo e como consequéncia deste forte campo elétrico, a
amostra que sai pelo capilar forma um aerossol composto por goticulas de solvente e analito
altamente carregadas. As goticulas carregadas enfrentam um contrafluxo de um gas de
secagem (geralmente nitrogénio), em temperaturas elevadas (150 - 200°C), que auxilia na
evaporacdo do solvente e na formagéo do aerossol (PAVIA, 2015). A evaporacdo do solvente
diminui o tamanho destas gotas e, consequentemente, aumenta a repulsao eletrostatica entre
as cargas formais de sua superficie. Com isso, a tensdo superficial do liquido vai tornando-se
cada vez menor até que ocorre o fendmeno de “explosdo Couldmbica”, que resulta na
formacdo de gotas menores, com posterior liberacdo dos ions (ARDREY, 2003;
CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008; LANCAS, 2009; SOUZA, 2008).

Os detalhes de como efetivamente os ions sdo transferidos para a fase gasosa ainda sdo
motivos de muita controvérsia. Dois mecanismos sdo propostos: o0 modelo de carga residual e
0 modelo de dessorcdo de ions. De acordo com o modelo de carga residual (CRM), as
goticulas continuam a sofrer evaporacao e fissdo num processo continuo até que ocorra a total
dessolvatacdo das moléculas e, assim, a transferéncia das cargas que estavam contidas no
solvente para o analito, levando a formacdo de um ion isolado. J& 0 modelo de dessor¢do de
ions (IDM) considera que com a evaporagdo, as goticulas de solvente alcangcam um
determinado raio no qual a densidade elétrica na sua superficie € grande o suficiente para
expulsar os ions dos analitos diretamente para fora da goticula, neste momento ocorreria a
transferéncia de carga entre o solvente e o analito (YAMASHITA; FENN, 1984;
HOFFMANN; STROOBANT, 2007; SOUZA, 2008 ) A Figura 7, ilustra os mecanismos

propostos.
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Figura 7: Modelo de ionizagdo por electrospray: (A) modelo do residuo carregado, e (B)
modelo de dessorcao de ions.
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A maioria dos fons gerados na ESI sdo moléculas protonadas ([M+Hn]™) ou
desprotonadas ([M-Hn]™), mas também € possivel a formacdo de moléculas cationizadas
([M+Na]*, [M+K]", [M+NH4]") ou anionizadas ([M+CI]’). Também é comum a formagdao de
ions multicarregados (z > 1) em moléculas com alto peso. Nestes casos, como 0
espectrometro reconhece a relacdo massa/carga (m/z), o resultado aparecerd com a massa do
analito dividida pelo nimero de cargas presentes na molécula. Entretanto é possivel estimar a
presenca de multiplas cargas através da relacdo isotOpica da amostra, ou seja, pela presenca
natural de isétopos de *3C ou 2H, entre outros. Deve-se destacar ainda que substancias que
apresentam grupamentos basicos, principalmente aminas, amidas e ésteres, normalmente sdo
analisadas no modo positivo, dada a relativa facilidade com que as mesmas sdo protonadas.
Por outro lado, substancias contendo fungdes &cidas, tais como &cidos carboxilicos e fendis,

sdo analisadas no modo negativo por serem facilmente desprotonadas (CROTT] et al., 2006).

As vantagens da utilizacdo da ESI sdo: (i) a ionizacdo ocorre em fase liquida,
permitindo que compostos idnicos e termicamente instaveis possam ser analisados e (ii) a
capacidade de produzir ions de multiplas cargas, viabilizando portanto, o estudo de moléculas

com elevada massa molar (PAIVA, 2016).

Ja as desvantagens da técnica sdo: (i) sua suscetibilidade a efeitos causados por
interferentes na matriz de analise; (ii) ndo aplicabilidade para compostos apolares ou de baixa
polaridade e (iii) sua ionizacdo branda que produz espécies moleculares intactas dificultando a
sua informacao estrutural (ARDREY, 2003).
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A configuracdo hibrida dos analisadores IT-TOF possibilita obter alta exatiddo de
massa e alta resolucdo, nela o analisador do tipo IT é usado para acumular ions e seleciona-
los, além de realizar fragmentacdes antes de passar para 0 TOF. O analisador do tipo TOF é
utilizado para a analise de massas (FREITAS, 2014).

O IT é composto por dois eletrodos hiperbdlicos terminais conectados e um eletrodo
em forma de anel. Ao aplicar uma corrente alternada e um potencial de radiofrequéncia (RF)
nesses eletrodos é possivel criar um campo elétrico quadrupolar em 3-D, esse campo mantém
0s ions aprisionados em uma Orbita estavel no interior do analisador (PAVIA, 2015). Para
ejeta-los em direcdo ao préximo analisador ou ao detector aplica-se uma rampa crescente de

RF, que os desestabiliza de acordo com seus valores de m/z (DASS, 2007).

Os analisadores TOF baseiam-se no principio de que ions com mesma carga tém
energias cinéticas iguais, e sua velocidade serd inversamente proporcional a raiz quadrada da
sua massa. Logo, se dois ions com mesma carga, mas com massas diferentes, sdo acelerados
através de um campo elétrico com potencial constante, suas velocidades serdo dependentes de
suas massas, e eles atingirao o detector com “tempos de voo” diferentes (PAVIA, 2015).
Assim, o ion com menor m/z (menor massa neste caso) atingira o detector primeiro, enquanto
que o de maior massa levara mais tempo para chegar ao detector (DASS, 2007;
HOFFMANN; STROOBANT, 2007).

Para o funcionamento do TOF é absolutamente necessario que todos os ions formados
na fonte, entrem no analisador ao mesmo tempo, para isso, eles devem ser criados em pulsos
breves, bem definidos, pois s6 assim sera possivel determinar o tempo que cada ion levou
para percorrer toda a extensdo do analisador. Para aumentar a distancia percorrida pelos ions,
refletores sdo posicionados nos analisadores, 0 que permite aumentar a precisdo do

equipamento (Figura 8).
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Figura 8: Esquema de configuragcdo de um espectrémetro de massas hibrido IT-TOF.
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3.10.3 Carbono Organico Total (COT)

O carbono pode se apresentar de trés formas na natureza : carbono elementar
(C), carbono inorganico (ClI) e carbono organico (CO). Em amostras aquosas a quantidade de
carbono elementar é insignificante e assim somente o Cl e o CO séo considerados. O carbono
organico total (COT) é uma expressao que denomina toda a matéria organica presente em
uma amostra aquosa. O COT fornece quantitativamente a soma de todos os carbonos ligados

organicamente em espécies organicas dissolvidas e ndo dissolvidas (BENEDETTI, 2012).

Em andlises ambientais, a diminuicdo do COT presente na agua € um parametro que
avalia a eficiéncia de um sistema de tratamento. Seu monitoramento pode revelar se a matéria
organica foi efetivamente removida, ou seja, mineralizada em CO; e H.O; ou se a mesma foi
apenas fragmentada, transformada em moléculas menores. (BELTRAN; AGUINACO:;
GARCIA-ARAYA, 2010).

Os métodos para determinagé@o do carbono organico total sdo classificados em direto e
indireto. No método direto, todo o carbono inorgéanico deve ser removido da amostra
anteriormente a determinacdo da fracdo organica por meio de acidificacdo ou calcina¢do. No
método indireto, o valor de COT € obtido pela diferenca entre CT e Cl. O CT é medido
atraveés da oxidacdo do carbono presente e 0 Cl é medido na purga do gas do tratamento acido
ou por decomposicdo apos a eliminagdo do CO, (BENEDETTI, 2012).
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3.11 ENSAIOS BIOLOGICOS

3.11.1 Antibiograma

Um antibiograma é um ensaio que mede a susceptibilidade ou resisténcia de uma
bactéria a um ou mais agentes antimicrobianos. A técnica é utilizada tanto para a analise do
espectro de sensibilidade de um microrganismo a determinada droga quanto para a
determinacdo de sua concentracdo minima inibitéria (CMI). A organiza¢do mundial da salde
(OMS) e a United States Food and Drug Adminstration (FDA) recomendam a utilizacdo do
agar Mueller Hinton para o teste de susceptibilidade/resisténcia a antibidticos de bactérias

Gram positivas e Gram negativas, aerobias ou anaerdbias facultativas (MORETT], 2007).

O antibiograma pode ser realizado por diversas técnicas. Neste estudo, utilizou-se a
metodologia de Magaldi que, em 1997, desenvolveu uma modificacdo da técnica de difuséo
em agar por meio de discos, substituindo-os por pocos escavados no proprio agar. Neste novo
método as bactérias sdo inoculadas, por espalhamento, em um meio de cultura solido
colocado em placas de Petri. A seguir, com auxilio de cilindros de 6 a 8 mm de didmetro, faz-
se a escavacdo de pequenos pocos nesse meio de cultura sélido. Entdo, uma pequena aliquota
da solucdo diluida do agente antimicrobiano a ser testado é colocada dentro desses poc¢os e a

partir dai se difunde no meio de cultura.

Assim como na técnica de difusdo em é&gar por meio de discos, a formacdo de um halo
transparente sobre a superficie do meio, ao redor de um poco escavado contendo solugdo de
antibidtico, é indicativo de uma regido com auséncia de crescimento bacteriano, revelando a
acao inibitoria do agente antimicrobiano sobre a bactéria ensaiada. Esta regido é chamada de

zona de inibicdo e é medida em milimetros.

Karaman et al. (2003) estipularam um pardmetro avaliativo para a determinagédo de
resisténcia ou ndo a um determinado antimicrobiano. Nela a avaliacdo da suscetibilidade da
bactéria & solucdo inoculada é feita comparando-se o resultado a um padrdo bioldgico de
referéncia (controle positivo). A zona de inibi¢do, também denominada halo de crescimento, é
medida partindo-se da circunferéncia do poco, até a margem onde comega 0 crescimento
bacteriano. De acordo com a dimenséo desse halo os microrganismos podem ser classificados
como: (i) sensiveis, quando o didmetro da zona de inibicdo é maior, ou ndo mais do que 3 mm

menor, que o controle positivo; (ii) moderadamente sensiveis, halo maior que 2 mm, porém
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menor que o controle positivo mais de 3 mm; e (iii) resistentes, didmetro igual ou menor que
2 mm. Como controle positivo, utiliza-se o quimioterapico padrdo, e como controle negativo

0 solvente utilizado para a preparacao das solucdes.

3.11.2 Teste de Toxicidade aguda com Artemia salina

Artemia salina € um microcrustdceo da ordem anostraca (sem carapaca) que vive em
lagos de &guas salgada de todo 0 mundo, e tem carater extremamente eurialino, 0s organismos
desse género atuam como elo trofico entre as comunidades planctonicas e as cadeias
superiores (PIMENTEL et al., 2011).

E utilizada como alimento vivo para peixes ornamentais e, por causa disso, seus ovos
sdo encontrados com facilidade em lojas de aquaristas. Os ovos nédo eclodidos sdo
metabolicamente inativos e podem ser conservados por longos periodos de tempo se mantidos
desidratados e a baixas temperaturas, acondicionados, preferencialmente, sob vacuo
(MILANI; ZIOLLI, 2007). Quando reidratados e em condi¢des ambientais adequadas, 0S
ovos de Artemia sp eclodem em cerca de 24 horas.

O baixo custo, a ampla distribuicdo e a facil manutencdo em condicdes laboratoriais
faz com que Artemia sp seja largamente utilizada em testes de toxicidade preliminares. A
simplicidade desse teste, que é rapido, requer pequena quantidade de amostra (2 - 20 mg), ndo
requer métodos assépticos, nem equipamentos especiais, favorece sua utilizacdo rotineira em

laboratorios.

Os testes de toxicidade aguda tem como objetivo avaliar a sobrevida dos nauplios do
micro crustaceo expostos a um agente ou amostra a ser analisada, durante um determinado
periodo de tempo, geralmente 24 a 48h. A letalidade desses organismos é utilizada para
identificacdo de respostas bioldgicas, onde as variaveis morte e vida sdo as Unicas envolvidas.
A determinacdo da toxicidade é realizada através do percentual de mortalidade dos crustaceos
(FREITAS, 2014; PIMENTEL et al., 2011). Nesse trabalho utilizamos Artemia salina para
compararmos a toxicidade entre o norfloxacino e seus subprodutos de cloracdo frente a estes

organismos.
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4. MATERIAIS E METODOS

Para cumprir os objetivos propostos, a metodologia seguiu 0s seguintes passos: (i)
realizacdo dos ensaios de cloracdo, (ii) determinacdo da porcentagem de mineralizacdo
alcancada durante os ensaios de cloracdo, (iii) determinacdo dos subprodutos de desinfecgéo e
(iv) determinacéo da atividade antimicrobiana e da toxicidade dos subprodutos formados.

Todas as vidrarias foram previamente lavadas com detergente ndo idnico Extran® na
concentracdo de 12,5% (v/v), sistematicamente enxaguadas com agua corrente e a seguir
enxaguadas com quantidade suficiente de &gua ultrapura. Logo apés, foram colocadas de
molho, por 24h, em solugdo de &cido nitrico 20% (v/v) e, em seguida, enxaguadas novamente
com quantidade suficiente de agua ultrapura. As vidrarias ndo volumétricas foram secas em

estufa e as volumétricas secaram-se naturalmente em bancada limpa.

Os fracos nos quais foram realizados os ensaios de cloracdo, além das etapas de
lavagem acima, passaram por lavagem a quente, em solugdo de &cido nitrico 20% (v/v),
durante 2h. Na sequéncia foram enxaguados com quantidade suficiente de agua ultrapura e

secos em estufa a 120°C.

As vidrarias utilizadas nos ensaios microbiolégicos foram esterilizadas, por vapor
umido, em autoclave, a 120°C por 20min. Todos os materiais foram manuseados utilizando

luvas vinilicas.

4.1 ENSAIOS QUIMICOS

4.1.1 Reagentes, solventes, equipamentos, vidrarias e consumiveis

e Padrbes analiticos: Norfloxacino (Grau PA Sigma-Aldrich®, > 98% de pureza),
Tiossulfato de Sédio (Na2S203) (Grau PA, Alphatec® > 99% de pureza), Solucdo de
hipoclorito de sodio (NaClO) na concentracdo de 100 g/L cedida pelo SEMAE de
Ouro Preto;

e Reagentes (grau HPLC): Acetonitrila (J. T. Backer®), acido formico (J. T. Backer®),
agua ultrapura (MiliQ®);

e Balanca analitica Shimadzu®, modelo AUY 220;

e Banho de ultrassom digital (MaxiClean 1600);



53

e Agitador magnético SPLabor®;

e Micropipetas de volumes variados (5000 uL, 1000 uL, 200 pL e 20 pL);

e Béqueres, baldes volumétricos, erlenmeyers;

e Frascos de vidro ambar de 20 mL com tampa e batoque em teflon;

e Vials, tampas e septos de politetrafluoretileno (PTFE) e silicone para auto injetor.

e Analisador de carbono organico total (Total Organic Carbon Analyzer - TOC-L)
(Shimadzu®);

e Cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia acoplado a espectrdmetro de massas de alta
resolugédo (High-Performance Liquid Chromatograph Mass Spectrometer — LCMS-IT-
TOF -Shimadzu®);

e Software ‘LCMSsolution’.

4.1.2 Preparo das solucGes padrao

Para o preparo da solucdo padrdo de norfloxacino na concentracdo de 100 mg/L
pesou-se 0,05 g do farmaco em balanca analitica. A seguir, essa quantidade foi transferida
para um baldo volumétrico de 500 mL e adicionou-se agua ultrapura até este volume. O baldo
foi coberto com papel aluminio, para evitar uma possivel oxidacdo do farmaco pela luz, e

levado ao ultrassom por 1h, até que todo o medicamento fosse solubilizado.

A solucédo padrao de hipoclorito de sédio, na concentracdo de 100 mg/L foi preparada
pipetando 500 pL da solucdo estoque de NaClO (100 g/L) para um baldo volumétrico de 500

mL, o qual foi entdo completado com &gua ultrapura.

O preparo da solugdo padrdo de tiossulfato de sodio (Na:S:03), também na
concentracdo de 100 mg/L, foi feito pesando-se 0,05 g de tiossulfato em balanca analitica,
essa quantidade foi transferida para um baldo volumétrico de 500 mL que foi entdo
completado com &gua ultrapura e agitado, manualmente, até que a analise visual indicasse

completa dissolucéo do solido.

Todas as solucdes foram preparadas no mesmo dia dos ensaios de cloracdo e mantidas

em temperatura ambiente, durante 0s mesmos.
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4.1.3 Ensaios de Cloragao

Os ensaios de cloragdo foram realizados, em triplicata, para 0s tempos: zero minutos
(t0”), cinco minutos (t5), quinze minutos (t15°), trinta minutos (t30’), sessenta minutos (t60°),
duas horas (t2h), quatro horas (t4h), oito horas (t8h), doze horas (t12h) e vinte e quatro horas
(t24h).

A concentracgdo inicial, tanto do fA&rmaco quanto do composto de cloro, foi de 10 mg/L
que, embora sejam superiores aguelas normalmente encontradas no ambiente e aquelas
aplicadas nas estacdes de tratamento de agua para o cloro, foram escolhidas a fim de facilitar
a identificagdo de possiveis subprodutos formados. O Na»S,0s foi adicionado em excesso, 20
mg/L, para garantir que ndo houvesse cloro residual livre em solugdo apds os tempos de

reacao pré-determinados.

Para tal, pipetou-se para frasco de vidro ambar, 2 mL da solucdo padrdo de NOR + 2
mL da solugdo padrdo de NaCIO + 12 mL de &gua ultrapura. Os fracos foram mantidos sob
agitacdo durante o periodo de tempo correspondente a cada analise e, apds esse tempo,
adicionou-se 4 mL da solucéo padrdo de Na>S203 para neutralizagédo do cloro residual. Para o
tempo inicial t0’, 2 mL da solugdo padrao de NaClO e 4 mL da solucdo padrao de Na2S203
foram adicionados previamente em frasco &mbar, mantidos em reacdo durante 5 min e s
apos, adicionou-se 12 mL de agua destilada e 2 mL da solucdo padrdo de NOR. Um esquema
é mostrado na Figura 9. Apds a cloracdo, todas as amostras foram mantidas em geladeira
(aproximadamente 8 °C) e protegidas da luz até 0 momento das analises. O pH das solucdes

foi monitorado antes e ap0s 0s ensaios.
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Figura 9: Esquema do procedimento para os ensaios de cloracéo
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Fonte: A autora.

4.1.4 Analise de Carbono Orgéanico Total

Para a analise de COT, as concentracdes iniciais de NOR foram de 10 mg/L e de
NaClO foram de 50 mg/L a fim de garantir que a concentracdo do agente oxidante ndo fosse
fator limitante para a completa mineralizacdo do farmaco. Os ensaios prosseguiram da mesma

forma relatada acima.

As analises de carbono organico total foram realizadas pela injecdo direta das
amostras, sem nenhuma dilui¢do, no instrumento Total Organic Carbon Analyzer (TOC-L) da
Shimadzu®, pertencente ao Laboratério de Quimica Tecnolégica e Ambiental do

Departamento de Quimica da Universidade Federal de Ouro Preto. O principio de
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funcionamento baseia-se na oxidacdo do carbono a alta temperatura (1000 °C). O programa
utilizado fornece os valores de carbono total e carbono inorganico. O valor de carbono

organico total é obtido pela diferenca entre carbono total e carbono inorganico.

4.1.5 Deteccdo no espectrémetro de massas

Todas as andlises foram feitas atravées de injecdo direta no espectrometro de massas de
alta resolucdo. As amostras foram introduzidas diretamente na fonte ESI atraves do
amostrador automatico (SIL-30AC) do aparelho, utilizando-se fluxo de gas de nebulizacéo

(N2) constante a 1,5 L/min e temperatura do CDL (curved desolvation line) igual a 150 °C.

Foram injetados um volume total de 5 pL de amostra, em um fluxo binario de fase
movel (50% H20 + 0,1% de acido formico e 50% acetonitrila + 0,1% de &cido férmico) de
0,2 mL/min. O tempo de acumulacao de ions no octapolo foi definido como 50 ms. A faixa de
razdo massa/carga (m/z) analisada foi de 50 a 450 m/z. Os dados obtidos foram avaliados no
sofware ‘LCMSsolution’.

4.2 ENSAIOS MICROBIOLOGICOS

4.2.1 Antibiograma

4.2.1.1 Reagentes, solventes, equipamentos, vidrarias e consumiveis

. Reagentes: Agar Miieller Hinton (Prodimol Biotecnologia®); agua destilada
estéril; solucdo alcoolica a 70% (v/v);

o Escherichia coli — cepa: ATCC25922 — colegéo particular;

o Bequeres, erlenmeyers, tubos de ensaio, alga de Drigalski, swabs, bico de

o Placas de Petri (120 x 20 mm),
o Cilindro de vidro acoplado a bomba de succéo;
o Autoclave;

° Estufa.
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4.2.1.2 Preparo do agar

Adicionou-se 38 g de &gar Mueller Hinton a 1000 mL de &gua destilada em um
erlenmeyer, apds dissolugcdo completa, o meio de cultura foi esterilizado em autoclave a
120°C durante 15 min. O erlenmeyer foi mantido em bancada para resfriamento até
aproximadamente 55°C. A seguir, foram distribuidos 40 mL do meio em placas de Petri,
previamente esterilizadas. Apds sua solidificacdo, as placas foram incubadas a 37 °C por 24h
com o objetivo de se fazer o controle de esterilidade (visual) e serem liberadas para o

experimento.
4.2.1.3 Técnica de difusdo em agar por meio de orificios cavados

As placas de Petri contendo o meio ja solidificado foram dispostas em bancada limpa,
proximas a um bico de Bunsen, a fim de se manter a maior esterilidade possivel e entdo, com
a ajuda de um swab, foram inoculadas com uma fracao da suspenséo de E. coli solucdo salina
(solucdo aquosa de NaCl 0,9%) com turvacdo equivalente a 0,5 da Escala de Mac Farland, de
modo a obter o crescimento em toda a superficie do meio. A seguir, com a ajuda de uma
pipeta de vidro, do tipo Pasteur, esterilizada e acoplada a uma bomba de succéo, foram
confeccionados 10 pocos com aproximadamente 5 mm de diametro em pontos equidistantes
da placa. Os pocos foram preenchidos com 20 uL das solugdes de antibidtico cloradas, nos
tempos: t0°,t5°,t15°,t30°,t60°, t12h ¢ t24h. Para o ensaio de antibiograma, a concentracéo final
dos reagentes em solucdo era de 10 pg/mL. Uma solucdo de NOR, pura, também na
concentracdo de 10 pg/mL foi utilizada como controle positivo. Para controle negativo,
utilizou-se agua ultrapura esterilizada (Mille Q®). Também foi realizado controle com uma
solucdo de tiossulfato de sodio mais hipoclorito de sddio, ambos na concentracdo de 10
Mg/mL, para garantir que estas substancias ndo interfeririam no resultado do antibiograma.
Um esquema com a disposi¢do dos pocos pode ser visto na Figura 10.
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Figura 10: Esquema da disposicao dos po¢os escavados em placa de Petri.

Controle positivo:
Solucao de NOR
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estéril
2 e —— —_— t0’
/ \ t5
t30° l
157 t12h

Fonte: A autora.

Depois de preenchidos todos os pogos, as placas foram incubadas a 37°C por 24h. Os

halos formados ap6s esse periodo foram medidos com o auxilio de uma régua.

4.2.2 Artemia salina

O teste utilizado para a avaliacdo da ecotoxicidades aguda dos subprodutos de
cloracdo do NOR frente ao micro crustaceo Artemia salina consiste em adaptacdo da

metodologia de Meyer et al. (1982).

A ecloséo dos ovos de Artemia foi realizada em um aquério de vidro retangular. A este
aquario foi adicionada agua salina 3,5% (38 gramas de sal marinho para cada litro de agua)
até que a lamina d’4gua atingisse, aproximadamente, 10 cm. Metade do aquario foi coberta
com cartolina preta, a fim de que se distinguissem duas regides (iluminada e ndo iluminada)
dentro dele. Os ovos de Artemia foram entdo adicionados a este recipiente. O periodo para a
eclosédo foi de aproximadamente 24h. Durante esse tempo o sistema foi mantido sob aeragéo
artificial constante e iluminado com lampada incandescente com filamento de tungsténio de

100 W de poténcia (Figura 11a). A temperatura da sala manteve-se na média de 20 °C.
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Apos a eclosdo dos nauplios, os que haviam migrado para a regido iluminada do
aquério e demonstravam maior mobilidade foram transferidos para tubos de ensaio (10 em
cada tubo), com a ajuda de uma pipeta. A esses tubos de ensaio adicionou-se 1 mL da solucéo
salina e 4 mL de cada uma das solucBes de amostras cloradas. O teste foi realizado em
triplicata para cada um dos tempos de cloragao (t0’, t5°, t15°, t30°, t45°, t60°, t2h, t4h, t8h,
t12h e t24h). Como controle negativo utilizou-se &gua salina e como controle positivo DMSO
na concentragdo de 2 mg/L, também foi testada uma solucdo “branca” que consistia na

mistura de hipoclorito de s6dio mais tiossulfato de sddio, ambos na concentragdo de 10 mg/L.

Os tubos contendo os nauplios em solugdo foram incubados na presenca de luz, por
24h (Figura 11c). Apds esse tempo, realizou-se a contagem visual do nimero de crustaceos
mortos (sem mobilidade) e sobreviventes (com mobilidade). O resultado foi apresentado em

porcentagem de sobreviventes.

Figura 11: Esquema para ecloséo dos ovos de Artemia e sua incubagédo durante o ensaio de
toxicidade.

a)aquéario com divisdo claro/escuro para eclosdo dos ovos de Artemia b) detalhe da maior concentracdo dos
nduplios de Artemia proximo a fonte luminosa c) tubos de ensaio contendo as solugdes a serem testadas e 10
nauplios de Artemia, cada.

Fonte: A autora
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

51 AVALIACAO DA MINERALIZACAO DO NORFLOXACINO PELA
CLORACAO.

A avaliagdo da mineralizacdo do norfloxacino durante o processo de cloragéo foi feita
através da analise de COT. Para tal, considerou-se como concentracdo inicial de COT o valor
obtido no tempo inicial (t0’), quando ndo se verificou mineralizacdo. As taxas de
mineralizacdo dos demais tempos foram obtidas através da normalizacdo de suas

concentragdes com a concentracdo de t0’.

Os resultados obtidos indicam que o norfloxacino ndo é completamente mineralizado a
CO2 e H20 durante o processo de cloragdo com NaClO, nas dosagens utilizadas. Até o tempo
de reacdo de 60 min as porcentagens de mineralizacdo ndo chegaram a 20%. Uma maior taxa
de mineralizacdo (40%) foi observada no tempo de 2h e mantém-se praticamente estavel até o

fim do experimento, conforme ilustrado na Figura 12.

Figura 12: Porcentagens de remocéo e concentracdo real de COT obtidas com a cloracédo do
norfloxacino nos diferentes tempos de reagéo.
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Na literatura, a mineralizagdo incompleta do norfloxacino é relatada até mesmo

quando sdo aplicados processos oxidativos avancados. Santos; Meireles; Lange (2015)
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avaliaram a degradacdo do NOR por fotdlise direta (UV), fotdlise com perdxido de
hidrogénio (UV/H20.) e processos de oxidacdo de foto-Fenton. Os resultados mostraram que
a fotdlise direta alcancou taxa de degradacdo de 85% porém, a taxa de mineralizacdo foi de
apenas 2%. O tratamento combinado UV/H20O: testou varias concentragdes de peroxido de
hidrogénio em diferentes pH, as melhores condicGes atingiram taxa de degradacdo de 100%
mas a taxa de mineralizacdo foi de apenas 32%. A aplicacdo de foto-Fenton alcancou 60% de
degradacdo do composto e 55% de mineralizagdo. A mineralizagdo incompleta do
norfloxacino pode levar a formacdo de produtos de degradacdo cujos efeitos ao meio

ambiente podem ser mais toxicos que o proprio farmaco.
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5.2 IDENTIFICACAO DOS SUBPRODUTOS DE DEGRADACAO

A deteccdo e identificacdo dos subprodutos de degradacdo formados durante a
cloracao do norfloxacino foram realizadas utilizando a ESI-MS como ferramenta. A Figura 13
apresenta 0s espectros de massas, gerados no modo positivo, por injecdo direta das amostras

nos diferentes tempos de contato.
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Figura 13: Espectros de massa das solucdes obtidas da degradacéo do norfloxacino em diferentes tempos de cloracéo.
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A partir dos espectros de massas podemos perceber que o norfloxacino é degradado
logo nos primeiros minutos do ensaio de cloracdo. O pico referente a sua molécula protonada
[M+H]" 320.1401 aparece apenas em t0’, quando nio ha cloracdo efetiva da amostra. Em
todos os outros tempos ele ndo ¢é detectado. Este fato sugere que, apesar de ndo ser totalmente
mineralizado, como demonstrado pela anélise de COT, o norfloxacino é degradado nos
primeiros minutos da cloragdo. A partir do tempo t5° ha o surgimento de outros 5 picos,
referentes as moléculas protonadas [M+H]* 322.1197, [M+H]* 294.1307, [M+Na]* 273.0641,
[M+H]* 251.0837 e [M+H]" 147.5661; atribuidos a formacao de subprodutos.

O pico [M+H]"147.5661 aparece com alta intensidade nos espectros de todos os
tempos estudados. Os picos [M+H]* 322.1197, [M+H]" 273.0641 e [M+H]"251.0837 estdo
presentes em todos 0s espectros até o tempo de reacdo de 2h. O pico do ion [M+H]* 294.1307

aparece até o tempo de 8h.

Os espectros de massas obtidos pela injecdo direta das amostras no LCMS-IT-TOF
forneceram dados que nos permitiram propor férmulas moleculares para quatro dos cinco
subprodutos encontrados. Foram considerados subprodutos todos aqueles que, além de néo
serem detectados no branco e em t0’, foram detectados em pelo menos duas das aliquotas dos
processos de degradacéo e com diferenca de intensidade absoluta entre eles abaixo de 20%. A
Tabela 5 apresenta os dados do ion molecular encontrado, sua massa molecular e a possivel

férmula molecular.

Tabela 5: Férmula molecular do norfloxacino e dos possiveis subprodutos identificados a
partir dos dados obtidos por injecdo direta em espectrometro de massas.

Composto Formula Molecular mclj\l/leisja a [I"\:gr?c]; EXF[)';/LT;E; tal (IS;;)) DBEP
NOR C16H18FN303 319.3308 320.1405 320.1401 -3,92 9
SP-1 C15H16FN304 321.1125 322.1203 322.1197 -5,88 9
SP-2 C14H16FN303 293.2935 294.1248 294.1241 -2,38 8
SP-3 C12H11FN203 250.0754 251.0826 251.0828 1,34 8

SP-4 C12H10FN203Na 272.0573 273.0646 273.0650 1,46 8
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+ +
Composto Formula Molecular Massa a [MTLH] [MTH] Erro DBEP
molecular Teorico Experimental (ppm)
SP-5 - - - 147.5661 - -

@massa molecular calculada pelo software LCMSsolution/ Accurate Mass Calculator.
b Double Bond Equivalence (equivaléncia de duplas ligagGes).

N&o foi possivel propor uma formula molecular para o subproduto SP-5 que
obedecesse a regra do nitrogénio e para a qual a diferenca entre o valor de [M+H]" tedrico e
experimental ficasse abaixo de 10 ppm. Sabe-se, pelas razdes isotopicas encontradas, que ndo
se trata de uma molécula clorada, pois ndo ha picos referentes aos isétopos de cloro. Devido
ao valor de m/z encontrado acredita-se que pode ter havido abertura do anel quinolonico e/ou
perda de grupamentos ligados a esse anel. Jiang et al. (2012) propuseram subprodutos de
degradacdo do NOR, por processos de ozonizacdo, que pressupdem a abertura do ndcleo
quinoldnico. Babié; Perisa; Skori¢ (2013) também reportam subprodutos do NOR com
abertura e rearranjo deste anel, para processos de fotolise. Contudo, para este trabalho, néo foi

encontrada uma molécula que se encaixasse nas condic6es especificadas acima.

5.2.1 Elucidacao estrutural e rotas de degradacao

A partir das férmulas moleculares encontradas e dos valores de [M+H]" experimental
foram propostas formulas estruturais para os subprodutos. A Tabela 6 apresenta a formula
estrutural proposta para todos os subprodutos identificados.
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Tabela 6: Estruturas quimicas propostas para os subprodutos identificados ap6s a clora¢do do

norfloxacino em agua.

[M+H]" experimental

Estrutura quimica

N [

~" N
322.1197 |
OH
.
o) (o)
)
HN N
204.1241 |
OH
]
(@] (@]
251.0828 :@;‘j\(
OH
273.0650 :Oi”j\[( Nt

o o

Ap0s a identificacdo e a caracterizagdo dos subprodutos foi possivel propor uma rota

de degradacédo do norfloxacino durante o processo de cloragdo. A rota proposta leva em conta

que as reacdes com NaClO s&o reagdes de oxidacgdo e envolvem compostos de cloro livre e

espécies radicalares. A formacdo de espécies radicalares € considerada a partir do fato de que

a solucdo de NaClO néo foi preparada em ambiente livre de luz. As vidrarias utilizadas no

preparo sdo de vidro translicido e transparente e &gua utilizada é de alto grau de pureza, e

como sugerido por Linden; Watts (2007) a decomposi¢do fotocatalitica de espécies de cloro

em solucdo livre de material organico pode se dar de forma esponténea. A rota proposta é

apresentada na Figura 14.
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Figura 14: Rota de degradacdo proposta para o norfloxacino durante os ensaios de cloracao.
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O subproduto SP-1 é formado pela hidroxilagdo do anel piperazina seguida de abertura
do mesmo. Na sequéncia, ocorre oxidacdo do carbono primario ligado ao N4 e um radical
hidroxila (*OH) promove a oxidagdo do carbono ligado ao N1. Por fim, a liberagédo de CO-
leva a formacéo do subproduto final. Este mesmo produto de degradacédo foi encontrado por

Wang; He; Huang, (2010b) ao submeterem o NOR a cloragdo com ClO-,
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Os subprodutos SP-2 e SP-3 sdo formados pelo ataque de uma hidroxila radicalar
(*OH) ao anel piperazina, levando a formacéo de um carbono radical («C). O movimento de
um dos elétrons do par de elétrons livres do N4, para estabilizacdo da molécula, leva a
formagdo de uma insaturacdo. A abstracdo de um hidrogénio radical por esse mesmo
nitrogénio forca a quebra homolitica da ligagdo N-C e eventual liberagdo de um grupo etino,
levando a formacédo de SP-2. Mecanismo semelhante leva a formagéo do subproduto SP-3. O
subproduto SP-4 apresenta razdo massa carga (m/z) 273.0650, o que nos faz crer que é uma

molécula cationizada [M+Na]*, também denominada adduct de sédio.

Os subprodutos SP-2 e SP-3 corroboram dados da literatura, para a oxidacdo de
fluoroguinolonas através de compostos de cloro, que previram a abertura do anel piperazina.
Contudo, diferente do que é proposto por alguns autores, os resultados de MS ndo mostraram
subprodutos clorados. Por exemplo Dodd et al. (2005) e Deborde et al. (2013) ao trataram de
estudos de cloracdo utilizando compostos de cloro livre e fluoroquinolonas com N4
secundario e terciario, relataram o aparecimento de moléculas que possuem um ou mais
atomos de cloro ligados ao anel quinolénico. No presente estudo, entretanto, tal fato ndo foi
constatado, pois nao foi observada a formacdo de compostos com a razdo isotdpica referente

aos atomos de cloro *°Cl e *'Cl.

5.3 ANTIBIOGRAMA

Apos incubacdo por 24h, verificou-se que, em todas as placas, houve formacéo de halo
de inibicdo apenas em torno dos pocos de controle positivo (solugdo de NOR 10 pg/mL) e do
pogos onde havia solu¢do do tempo inicial t0’. Nao houve formac¢do do halo em torno dos
pocos que continham solucdes cloradas de NOR. A Figura 15 mostra o resultado dos

antibiogramas.
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Figura 15: Resultado dos antibiogramas pela técnica de difusdo em &gar por meio de orificios
cavados.

Fonte: A autora.

Segundo o parametro de Karaman et al., 2003 a avali¢do da susceptibilidade de uma
bactéria a determinada solucéo deve ser feita em comparacdo a um controle positivo. No caso
deste estudo, o controle positivo foi feito com a solucéo pura de NOR na concentragédo de 10
pg/mL. Os halos em torno do pogo contendo o controle positivo foram medidos com auxilio
de uma régua e apresentaram raios de 12,5 mm. Os halos em torno dos pogos de t0’
apresentaram raios de mesmo tamanho (Figura 16) e os demais pocos ndo apresentaram halos

de inibigdo em torno deles.

Figura 16: Detalhe da medicédo dos halos de inibicao.

Fonte: A autora
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Como o resultado da MS demonstrou, 0 NOR € degradado nos primeiros minutos de
cloragdo, assim, ele so estd presente nas solugdes controle e no t0’. A falta do halo de inibigao
de crescimento bacteriano em torno dos outros pocos leva a crer que os subprodutos de
cloracdo do NOR, pelo menos na concentragdo em que se apresentam nessas solugdes, nao

possuem atividade antibacteriana contra a cepa de E. coli utilizada.

Alguns autores acreditam que a atividade antibacteriana das quinolonas esteja
relacionada ao seu nucleo quinoldnico e por isso, quinolonas que ndo possuem o anel
piperazina (por exemplo, o &cido nalidixico) ainda séo ativas contra diferentes tipos de
bactérias. Assim, modificacGes estruturais na por¢do piperazina, ndo seriam suficientes para
eliminar a atividade antibacteriana das fluoroquinolonas (SHEN; BARANOWSKI; PERNET,
1989; DODD et al., 2005). Com base nestas observacdes, 0s subprodutos propostos deveriam

manter a atividade antibacteriana.

Contudo, estudos mais recentes tém demonstrado que a modificacdo de grupos
funcionais auxiliares (por exemplo, aqueles ligados aos C6 e C7) nas moléculas de FQ
também podem diminuir significativamente a poténcia antibacteriana do composto original.
Paul; Dodd; Strathmann (2010) avaliaram a capacidade antimicrobiana de subprodutos
formados ap0s fotdlise e fotocatalise do CIP e descobriram que os subprodutos formados, a
maioria com modificacbes na porcdo piperazina da molécula, tiveram sua atividade
antibacteriana inibida. Os autores justificam esse fato apontando que o substituinte no C7
desempenha um papel fundamental para a especiacdo acido-base e lipofilicidade das FQ em
condicdes fisiologicas e que, juntamente com o nucleo quinoldnico, esteja envolvido em

reconhecimento e ligacdo do farmaco a enzima DNA topoisomerase.

Guimardées et al. (2014) afirmaram que a adi¢do de um grupo piperazina no C7 amplia
a acdo contra as bactérias Gram-negativas e que a presenca de centros carregados em
farmacos pode ser essencial para permitir sua passagem através da membrana celular e assim

garantir a atividade biologica.

No presente estudo, as solucgdes a partir de 5 min de reacdo ja ndo mais apresentaram
atividade antimicrobiana sobre a cepa de E. coli tratada. A partir desse tempo, apenas 0s
subprodutos, a maioria com modificacdo no anel piperazina, puderam ser encontrados,
sugerindo que as transformacGes no anel piperazina possam alterar a capacidade de

permeacao celular e a afinidade pela enzima topoisomerase do farmaco.
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Contudo, estudos mais especificos tem de ser realizados para a confirmacdo desta
hipotese. A atividade antibacteriana de uma substancia ndo esta relacionada somente as suas
propriedades moleculares, mas depende também de sua concentra¢do no meio. O fato de ndo
haver atividade antibacteriana pode estar relacionado com as propriedades das moléculas as
quais 0s microrganismos estdo expostos, mas também pode ocorrer pelo fato desses
microrganismos estarem expostos a concentracdes subinibtorias desses compostos. A
realizacdo deste estudo, no entanto, é dificultada pela indisponibilidade de padrdes desses

subprodutos.
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5.4 TESTE DE TOXICIDADE AGUDA COM ARTEMIA SALINA

O resultado do teste de comparacdo da toxicidade aguda das solugdes cloradas e ndo
cloradas de norfloxacino é apresentado na Tabela 7. Foram considerados organismos mortos

aqueles que ndo apresentavam motilidade apds 24h de incubagdo em solucgéo.

Tabela 7: Numero de organismos vivos e mortos apds 24h de incubacdo em solucbes
cloradas e ndo cloradas de norfloxacino.

N° de organismos vivos (V) e mortos (M) em cada uma

das replicatas do experimento. Média de
Solugdes Replicata 1 Replicata 2 Replicata 3 organismos
Vivos
V) (M) V) (M) V) (M)
Controle
negativo 10 0 10 0 10 0 10
(solucdo salina)
Controle
positivo 0 10 0 10 0 10 0
(DMSO - 2mg/l)
Branco
(NaClO 10mg/L
N,5,03 9 0 8 2 10 0 9
10mg/L)
NOR
(10mg/L) 7 3 6 4 8 2 7
t0’ 6 4 8 2 8 2 7,33
ts’ 3 7 4 6 4 6 3,66
t15’° 5 5 4 6 3 7 4
t30° 3 7 3 7 3 7 3
t45° 3 7 3 7 3 7 3
160’ 4 6 3 7 3 7 3,33
t2h 3 7 2 8 2 8 2,33
t4h 1 9 1 9 2 8 1,33
t8h 1 9 2 8 2 8 1,66

t12h 2 8 1 9 1 9 1,33
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N° de organismos vivos (V) e mortos (M) em cada uma

das replicatas do experimento. Média de
Solugbes Replicata 1 Replicata 2 Replicata 3 orgsir\llig;n >
V) (M) (V) (M) V) (M)
t24h 1 9 2 8 1 9 1,33

Como esperado, ndo houve mortalidade dos microcrustaceos nos ensaios de controle
negativo (solucdo salina 35%) e houve mortalidade de 100% nos ensaios de controle positivo.
Para a solugdo do “branco” a média de mortalidade das Artemias foi de 10%. Para as solugdes

de NOR puro e t0’ a média de mortalidade foi de 30%.

A partir do tempo t5°, a porcentagem de microcrusticeos vivos ¢ praticamente a
metade da porcentagem de organismos vivos nas solugdes do norfloxacino ¢ no t0’ (ndo
clorada). Essa relacdo permanece entre 30 e 40% de organismos vivos até o tempo t2h,
guando cai para 23%. As menores porcentagens de microcrustaceos vivos sdo notadas a partir
do tempo t4h e ficam entre 16% e 13%.

Tais resultados indicaram que as solugdes cloradas, ou seja, aquelas em que ha
presenca de subprodutos sdo mais toxicas ao microcrustaceo do que as solugdes do farmaco
puro (ndo clorado), o que leva a crer que os subprodutos de cloracdo apresentam maior

toxicidade aguda as Artemias do que o préprio norfloxacino.

Resultados semelhantes foram obtidos por Deborde et al. (2013) ao testarem a
toxicidade dos subprodutos de cloracdo do LEV frente a bactéria marinha Alivibrio fischeri.
Dentre os dois subprodutos identificados por esses autores, um deles também pressupde uma
modificacdo na porcdo piperazina da molécula. Os testes de toxicidade indicaram que 0s

subprodutos podem ser mais toxicos ao microrganismo do que o composto original.

Outro fato interessante de se notar é o de que a maior taxa de mortalidade acontece a
partir do tempo t4h, quando h& maior concentracdo do subproduto SP-5, que ndo pbde ser

identificado, sugerindo que tal molécula pode ser mais toxica para as Artemias.

O teste de toxicidade com Artemia salina, como mencionado, é apenas um teste

preliminar. Outros estudos aprofundados tém de ser realizados para confirmacdo do grau de
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toxicidade de determinada substancia, porém, os resultados apresentados ja sdo um indicio da
possivel toxicidade dos subprodutos de cloracdo do norfloxacino.
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6. CONCLUSAO

O presente trabalho promoveu ensaios de cloracdo do norfloxacino, a terceira
fluoroquinolona mais utilizada no Brasil. Os ensaios de cloracdo tiveram o intento de
averiguar o potencial de degradacdo e a possibilidade de formacdo de subprodutos desse
farmaco quando em contato com o hipoclorito de sodio, um dos desinfetantes mais utilizados

em estagdes de tratamento de 4gua, de médio e pequeno porte no Pais.

As analises de TOC demonstraram que o norfloxacino é degradado durante a etapa de
cloracdo, porém, ndo € mineralizado. A analise, por espectrometria de massa de alta
resolugdo, permitiu a deteccdo de cinco subprodutos da degradacdo do norfloxacino por
NaClO. Contudo, apenas quatro desses subprodutos puderam ser identificados, um deles

ainda permanece incégnito.

Foi proposta uma rota de degradacdo, que leva a formacdo dos subprodutos
identificados. A rota sugere que as espécies quimicas que tomam parte do processo de
oxidacdo sejam os radicais hidroxila, espécies altamente reativas produzidas pela exposicao

da solucdo do agente de desinfecdo (NaClO) a luz solar.

Os subprodutos gerados na etapa de cloracdo foram submetidos a avaliacdo de seu
potencial antibacteriano frente a uma cepa de Escherichia coli e de sua toxicidade frente ao
microcrustaceo Artemia salina, que avalia toxicidade aguda. Os resultados mostraram que 0s
subprodutos formados perderam a capacidade de inibir o crescimento bacteriano no meio e

que alguns dos subprodutos podem ser mais toxicos do que a molécula do farmaco precursor.
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7. PERSPECTIVAS DE TRABALHOS FUTUROS

Durante a etapa de revisdo da literatura foi notada uma caréncia de trabalhos que
elucidam quais sdo os subprodutos de degradacdo gerados pela cloracdo de farmacos. Menor
ainda € o numero de trabalhos que fazem uma comparagdo de sua toxicidade antes e apos a
etapa de cloracdo. Tendo em vista que a cloragdo é o processo de desinfecgdo mais utilizado
em nosso Pais, sdo necessario estudos em escala real, que comprovem e identifiguem esses

subprodutos em efluentes de estacdes de tratamento de agua.

Também sdo necessarios estudos mais especificos de toxicidade para que saibamos a
real dimensdo da influéncia desses subprodutos para os organismos aquaticos nos diferentes

niveis troficos.

Pensando ainda mais a frente, o entendimento da formacdo dos subprodutos de
desinfeccdo pode levar ao desenvolvimento de metodologias que previnam sua formacéo ou

garantam sua total remocdao durante as etapas de tratamento.
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