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Resumo

BORGHI, A. A. Degradacédo de cloridrato de doxiciclina por process o Fenton.
2013. 109f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2013.

O aumento no consumo de antibidticos por seres humanos e animais tem elevado a
sua concentracdo na sua forma inalterada ou de seus metabdlitos, que chegam as
estacdes de tratamento de efluentes, onde os tratamentos convencionais séo
incapazes de degradar estas moléculas, sendo liberadas diretamente nos corpos
d’agua receptores. A liberacdo destas moléculas no meio ambiente tem
proporcionado a selecdo de organismos patogénicos resistentes, capazes de
transmitir geneticamente esta caracteristica a seus descendentes. Este trabalho tem
como objetivo o estudo da degradacdo da molécula de cloridrato de doxiciclina, por
ser um antibidtico de largo espectro da familia das tetraciclinas, através do processo
Fenton. Foram determinados neste trabalho as influéncias da temperatura,
concentracéo inicial de peréxido de hidrogénio, concentragao inicial de ion ferroso e
do pH sobre a concentragdo residual de cloridrato de doxiciclina, concentracéo
residual de peréxido de hidrogénio, concentracdo de ion ferroso e de carbono
organico total (COT) em funcdo do tempo de reacdo. Os métodos analiticos
empregados foram baseados em espectrofotometria, analise instrumental para a
determinacdo do carbono organico total (COT), titulometria e cromatografia liquida
(CLAE) com detectores de UV e de massa. Testes preliminares mostraram que as
melhores condi¢des operacionais de temperatura, concentracdes de ion ferroso e de
peréxido de hidrogénio estariam ao redor de Cre?* = 62,5 mg/L, Ci.0. =500 mg/L e T
= 20°C. Estas condi¢Oes foram utilizadas como ponto central do planejamento
fatorial do tipo Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR). Os resultados
do planejamento tratados com o software Statistica® mostraram que as condi¢des
operacionais para a menor concentracao residual de farmaco (0 mg/L) e reducéo de
40,9% da carga organica em solucdo deveriam estar ao redor de concentracao de
fon ferroso, Cee®" = 25 mgJ/L, concentracdo de peréxido de hidrogénio, Cp.o. = 611
mg/L e temperatura = 35°C, das quais a varidvel Cu.0. apresentou a maior
importancia estatistica. Ao redor destas condi¢des foi feita uma analise paramétrica
para se verificar as influéncias individuais da temperatura, Cee?*, C.0. € da relacéo
Cre?*ICh.0.. Também foi testada a citotoxicidade dos residuos gerados. Este estudo
mostrou que a variavel de maior importancia sobre o processo foi a concentracéo de
peréxido de hidrogénio, que tem relacdo direta com a razdo Cge’'/Choo2
apresentado melhores resultados quando esta é mantida igual a 0,16. Houve
melhora acentuada na mineralizacdo da matéria organica com a insercdo de
microbolhas de ar, obtendo assim reducdo de até 44% da matéria organica em
relacdo a concentracao inicial de carbono organico de 55 mg/L. Apesar da baixa
mineralizacado obtida pelo estudo, o processo Fenton se mostrou promissor na
degradacdo do cloridrato de doxiciclina, devido principalmente ao fato de os
residuos de degradacdo ndo possuirem acdo inibitéria sobre o organismo teste
Escherichia coli e nem citotoxicidade sobre as células L-929, evidenciando que as
propriedades antibioticas da molécula foram inativadas, inibindo a capacidade de
promover a resisténcia bacteriana a este antibiotico.

Palavras-chave: doxiciclina, Fenton, degradagéo, DCCR.



Abstract

BORGHI, A. A. Degradation of doxycycline hydrochloride by the Fen ton
process. 2013. 109f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2013.

The increasing consumption of antibiotics by humans and animals have increased
their concentrations in the environment in their unchanged form or of their
metabolites, that reach public wastewater treatment plants, which are unable to
degrade these molecules, and are released into surface waters. The release of these
molecules in the environment has caused the selection of resistant pathogenic
organisms, genetically capable of transmitting this feature to their descendants. This
work has as objective the study of the degradation of doxycycline hydrochloride,
which is a common broad-spectrum antibiotic of the tetracycline family, by the Fenton
process.

In this work were determined the influences of temperature, initial hydrogen peroxide
concentration, initial ferrous ion concentration and of pH on the final residual
concentration of doxycycline, residual concentration of hydrogen peroxide, residual
concentration of ferrous ion and total organic carbon (TOC) along the reaction time,
using titrations and instrumental analytical techniques as spectrophotometry, TOC
analyzer and high performance liquid chromatography (HPLC) with UV and mass
detectors. Preliminary tests showed that the best operating conditions of
temperature, concentrations of ferrous ion and hydrogen peroxide would be around
Cee”" = 62.5 mg/L, Choo2 = 500 mg/L and T = 20TC. These conditions were use d as
the central point of the Central Composite Rotational Design (DCCR). The results of
the experimental planning were treated with the Statistica® software and it was
showed that the operational conditions for the smallest residual drug concentration (O
mg/L) and 40.9% TOC reduction should be around ferrous ion concentration, Cre?* =
25 mg/L, concentration of hydrogen peroxide, Cy202 = 611 mg/L and temperature =
35C. The hydrogen peroxide exhibited the highest statistical importance of the
studied variables. It was accomplished a parametric study around the best
operational conditions inferred from the statistical analysis to check the individual
influences of temperature, Cre®", Chz0. and the ratio Cre?/Chac.. It wWas also verified
the cytotoxicity of the reaction mediums after the end of the experiments. This study
showed that the process is highly dependent of the hydrogen peroxide concentration,
directly related to the ratio Cre?*/Ch.0. and presented the best results when this ratio
was kept equal to 0.16. It was observed a marked improvement in the mineralization
of the organic matter, up to 44% reduction of the initial TOC value of 55 mg/L, when
air was pumped to the reaction medium. Despite the low mineralization obtained in
this study, the Fenton process proved to be promising in the degradation of
doxycycline hydrochloride, due mainly to the low cytotoxicity of the residues. It was
observed neither inhibitory action on the test organism Escherichia coli nor
cytotoxicity on L-929 cells, indicating that the antibiotic properties of the molecule had
been inactivated and also its ability to stimulate bacterial resistance to this antibiotic.

Keywords: doxycycline, Fenton, degradation, DCCR.
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1. Introducéo

A principal rota de entrada de residuos de farmacos no ambiente é o
lancamento de esgotos domésticos, tratados ou ndo, em cursos de &gua. No
entanto, também devem ser considerados os efluentes de industrias farmacéuticas,
efluentes rurais, a presenca de farmacos no esterco animal utilizado para adubacé&o
de solos e a disposicao inadequada de farmacos apds expiracdo do prazo de
validade.

O consumo mundial de antibiéticos vem aumentando vertiginosamente,
consequentemente, aumentando também a sua excrecdo na forma de metabolitos
corporeos e na sua forma original. A maioria dos antibiéticos sdo pouco
metabolizados por seres humanos e animais apos a ingestdo, proporcionando que
uma fracdo de antibidticos de 25% até 75% possa deixar 0S organismos em sua
forma inalterada apds o consumo (Watkinson et al., 2009; Rivas et al., 2011).

As tetraciclinas sdo uma familia de antibidéticos muito empregada,
apresentando uma parcela consideravel de representantes de moléculas que
chegam as estacfes de tratamento de esgoto. Estas moléculas ja foram
encontradas em efluentes domésticos nas faixas de 0,010 pg/L em &aguas
superficiais da Italia (Calamari et al., 2003) e de 0,11ug/L em aguas superficiais dos
Estados Unidos (Kolpin et .al., 2002), ambos utilizando o método de CLAE acoplado
a espectrometro de massa quadrupolo.

Os tratamentos convencionais ndo sdo capazes de eliminar, através dos
processos de adsorcdo e biodegradacdo, estas moléculas dos efluentes, sendo
estas introduzidas nos corpos d’agua receptores.

A introducdo de antibidticos no meio promove gradativamente a sele¢édo de
bactérias naturais resistentes, capazes de se multiplicar e de transferir seu material
genético. J& em estudos como os de Bartlett et al. (1975) notavam-se uma selecao
de Escherichia coli resistentes na flora intestinal a moléculas de tetraciclinas,
inclusive a doxiciclina.

Varios estudos estdo sendo feitos com a finalidade de eliminar estas
moléculas contidas em efluentes domeésticos, industriais e provenientes da criacao
de animais, (Jeong et al., 2009; Rivas et al., 2011; Yuan et al., 2011).

Processos nao-destrutivos dependem da utilizagdo de membranas

(nanofiltracdo e osmose reversa) ou adsor¢cdo em carvao ativado. No entanto, na
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adsorcao ou na filtracao a capacidade de retencéo de ambas as tecnologias diminui
com o tempo de operacao devido a exaustdo de carvdo ativado ou ao entupimento
das membranas. Além disso, este material retido e o carvdo saturado tém de ser
tratados ou estocados dai em diante.

Os processos que tém mostrado maior eficiéncia de remocgdo, porém com
degradagédo, sao os chamados Processos Oxidativos Avancados (POASs). Nestes
processos as reacfes de degradacdo envolvem espécies transitdrias oxidantes,
como os radicais hidroxila (Martins et al.,, 2011) que dependendo das condi¢des
operacionais e das moléculas a serem degradadas, podem ocasionar a
mineralizacdo completa ou parcial das moléculas organicas que compdem o0s
antibioticos, gerando uma carga de residuos muito menor ou nula em relacdo aos
processos nao destrutivos.

O processo Fenton € um POA que consiste na degradacdo de produtos
através da dissociacdo do peroxido de hidrogénio através da reacdo de oxirreducao
do ion ferroso em meio acido na auséncia de luz (radiacdo UV), promovendo a
formacdo do radical hidroxila (*OH), responsavel pela quebra de moléculas
organicas na tentativa de gerar compostos inativos biologicamente (Coelho et al.,
2006; Bianco et al., 2010).

O presente trabalho busca estudar a degradacdo do antibiético cloridrato de
doxiciclina, pertencente a familia das tetraciclinas, através da oxidacdo quimica
exercida pelo processo Fenton, otimizando-se a condicdo experimental através de
Planejamento Fatorial empregando-se o Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR).
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2. Revisdo Bibliografica

2.1. Cloridrato de Doxiciclina

7

O cloridrato de doxiciclina € um antibiético da classe das tetraciclinas com
acado de largo espectro e aplicavel a uma ampla gama de bactérias gram-positivas e
gram-negativas, sendo bastante utilizado na medicina humana e medicina
veterinaria. Sendo obtida sinteticamente a partir da oxitetraciclina ou metaciclina,
sendo isolada como cloridrato com massa molar de 462,46g/mol (Hardman et al.,
2001). Segundo Wittenau et al. (1962) a doxiciclina € um isémero estrutural da
tetraciclina, diferindo apenas quanto a posi¢céo do grupo hidroxila situado no carbono
3 na tetraciclina e no carbono 14 na doxiciclina. Esta caracteristica lhe confere maior
estabilidade do que as tetraciclinas. A Figura 01 mostra alguns representantes da
familia das tetraciclinas e a formula estrutural do cloridrato de doxiciclina.

OH o OH o)
o O

R1 R2 R3 R4
Tetraciclina H CHg H OH
Oxitetraciclina OH CHs H OH
Doxiciclina OH CH, H H
Clortetraciclina H CHs —l OH
Sanciclina H H H H
Demeclociclina H H —Cl OH
Metaciclina OH —CH, —H
Minocidina H H ’L OH
ch/ “CH,

Figura 01- Férmulas estruturais das tetraciclinas.

Apresenta-se na forma de pdé cristalino, amarelo, higroscépico, com odor
levemente alcoodlico e sabor amargo. E muito solivel em agua, em metanol e em

solugdes de hidroxidos alcalinos e ligeiramente soltvel em etanol. (ANVISA, 2011).
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Como todas as moléculas da familia das tetraciclinas apresentam-se como
uma molécula anfotera formando sais hidrossolliveis com acidos e bases fortes. A
protonacdo do grupo dimetilamino forma sais acidos estaveis, enquanto o0s sais
basicos sédo formados por reacdes com hidréxidos de calcio, sodio ou potassio e sao
instaveis em soluc¢des aquosas. Cada molécula possui trés grupos ionizaveis, cujos
pKas sao 3,5, 7,7 e 9,5, respectivamente (Rufino, 2009), como mostrado na Figura
02.

pKa=7,7
OH O OH o
OH Q
OH / pKa=3,5
CH; OH N(CH
(CH3)»
pKa =95

Figura 02 — Grupos ionizaveis da doxiciclina

A doxiciclina é muito utilizada para o tratamento de doencas infecciosas
causadas por rickettsias, clamidias e micoplasmas (Hardman et al., 2001). No
entanto, novas aplicagfes para este farmaco foram descobertas e tém contribuido
para 0 aumento de seu uso nos ultimos anos. Entre essas novas aplicagfes estédo o
tratamento de antraz, doenca de Lyme, P. falciparum (malaria), pneumonia causada

por Staphylococcus aureus resistentes a meticilina e inibicdo de enzima

metaloprotease de matriz (processos inflamatoérios) (Skulason et al., 2003; Burke e
Cunha, 2006).

Devido a sua rapida assimilacao fisioldgica pelo tecido da boca, tais como
dentina, esmalte dos dentes nédo irrompidos e da gengiva (Skulason et al., 2003),
esta sendo empregada em dispositivos de liberagcdo local visando & preservacao
destes tecidos mostrando-se eficiente mesmo em pequenas concentracdoes para
inibir a acdo dos patdgenos periodontais e contra processos inflamatorios (Horbylon,
2008).

Devido a sua ampla utilizagdo, estd presente em efluentes industriais,
domésticos e provenientes da area rural, apresentando no meio liquido
concentracfes de até 6,7 pg/L e em lodos de estacdes de tratamento de efluentes
domeésticos até 1,5 mg/kg (Aga, 2008). Assim, torna-se necessaria a criacdo de

técnicas eficientes e baratas para o tratamento destes efluentes, haja vista o
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aumento da resisténcia bacteriana a este antibiotico. Como agravante a este
aumento de resisténcia esta a transferéncia de plasmideos R através do fator F, o
qual transmite a resisténcia através do material genético contido, podendo ser
transmitido até mesmo para bactérias de espécies ndo aparentadas geneticamente
(Martins et al., 2011).

O método estabelecido pela Farmacopéia Brasileira para a quantificacdo do
cloridrato de doxiciclina € atraveés da utilizacdo de cromatografia liqguida de alta
eficiéncia, utilizando-se cromatégrafo provido de detector ultravioleta a 270 nm;
coluna de 250 mm de comprimento e 4,6 mm de diametro interno, empacotada com
copolimero esférico estireno divinilbenzeno (5 um), mantida a 60C % 1<; fluxo da
fase movel de 1,0 mL/min (ANVISA, 2010).

Estdo sendo desenvolvidos métodos mais acessiveis economicamente, que
possam ser empregados mesmo em laboratérios quimicos de pequeno porte e seus
resultados estdo sendo comparados aos obtidos pelo método oficial proposto pela
farmacopéia. Baseando-se na formacao de complexo da molécula com Cloramina-T
(Rufino, 2009) ou com ions metéalicos, molibdato (Stankov e Veselinovic, 1988);
Eurdpio Il (Kaczmarek e Lis, 2009).

Estes métodos poderiam ser empregados em estacdes de tratamento de
efluentes, com equipamentos mais robustos, como o espectrofotbmetro UV-Visivel,

apresentando resultados confiaveis e de menor custo.

2.2. Processo Fenton

O peréxido de hidrogénio (H,0O,) € um excelente oxidante que pode ser
empregado com grande eficiéncia na degradacdo de grande numero de poluentes
(Albuquergue, 2005; Matos et al., 2003).

O poder oxidante do processo Fenton foi primeiramente relatado em Fenton
(1894), quando foi observado que o sistema composto por uma solucao de peroxido
de hidrogénio com o ion ferroso oxidava o acido tartarico (Pignatello et al., 2006).
Quarenta anos depois, Haber e Weiss (1932), propuseram que o radical hidroxila era
o real oxidante deste sistema (Coelho et al., 2005; Pignatello et al., 2006).

O processo Fenton consiste na degradacdo de produtos através da acéo do
peroxido de hidrogénio associado a agéo catalitica do ion ferroso na auséncia de luz
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(radiacdo UV), formando radical hidroxila (*OH) que s&o capazes de destruir a maior
parte dos compostos organicos (RH) (Coelho et al., 2005; Homem, 2011).

Outros radicais formados também podem estar envolvidos na oxidacdo dos
contaminantes, como os radicais perhidroxila (HOze¢), superoxido (O,¢) e anions
hidroperoxido (HO) (Yap et al., 2011).

Por ser um sistema complexo as equacdes que descrevem as principais

etapas deste processo sdo apresentadas pelas egs. (1) a (16) (Homem, 2011).

Iniciacao radicalar

Fe* +H,0, - Fe* +OH™ +OH" Ki=63-76 M*.s™ (1)
Propagacéo

OH" +RH - produtodeoxidacdo— CO, +H,0 Kz=10"-10"M*s™ (2)
Terminacéo

OH' +H,0, — HO, +H,0 Ks=(2,7-3,3)*10'M"s™ (3)
OH' +Fe* _ Fe* +HO™ Ks=(3,2-4,3)*10° M*.s™ 4)
20H - H,0, Ks = 4,2410° M™t.s™ (5)
Reacbes secundarias

Fe* +H,0, - Fe? +HO, +H" Ke=(1-2)*10*M*s™ 6)
Fe? +HO, - Fe* +HO" Ky =(1,2-1,3)*10° M*'.s™ (7)
Fe* +HO,” - Fe* +0,+H"* Ks=(0,1-3,1)*10° M*.s™ (8)
HO,” - Oy +H* Ko = (1,6 — 8,0)*10° M™*.s™ (9)
O, +Fe® +2H" - Fe* +H,0, Kio =10 M™s™ (10)
O; +Fe* _ Fe? +0, Kir=(05-15)10°M"%s™  (11)
0;” +HO; - HO; +0, Kiz =9,7%10’ Mg (12)
2H,0, - 0, +2H,0 Kiz=10°M*s™ (13)
OH" +HO, - H,0+0, Kis =107 M™s™ (14)
OH' +0; - OH +0, Kis = 10" M5 (15)
OH +H* - H,0 (16)

A reacdo que inicia o processo Fenton é reacado (1), promovendo a formacao
do radical hidroxila, sendo a limitante da velocidade inicial do processo.

O radical hidroxila € consumido do meio reacional com constante da taxa, K,
variando de 10’ a 10™ M™.s™, sendo a principal reacdo de consumo deste as
reacbes (14) e (15) que possuem K = 10 M™*.s? competindo com a reacdo de

propagacdo que possui K de 10’ — 10" M™.s™* dependendo da concentracéo que
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esta presente no meio. Outras reagfes responsaveis pelo consumo do radical sdo
as reacoes (5), (4) e (3) que possuem constantes 10, 10 e 10 vezes menores,
respectivamente, que as constantes apresentadas pelas reacoes (2), (14) e (15).

O consumo do Fe** com formacao de Fe** ocorre pelas reacdes (1), (4), (7) e
(10), sendo a reacédo (1) a que apresenta menor K, consequentemente sendo a
limitante inicial do processo, mas apo0s iniciado, esta sera a que menos influenciara
na conversdo Fe?* para Fe*', pois as reacdes (7), (10) e (14) possuem constantes
de reacdo 10°, 10° e 10’ vezes, respectivamente, maiores que a da reacao (1).

As reacdes de consumo do Fe** para formacdo do Fe®* sdo (6), (8) e (11). A
reagcdo com menor K € a (6), responsavel pela regeneracédo direta do catalisador do
processo, com K = 102 M™'.s™ sendo insuficiente para promover o processo com
eficiéncia. As reacdes (8) e (11) necessitam da formacéo do radical HO,®, possuindo
K de 10" e 10*° vezes maiores, respectivamente, que o da reacao (6).

O consumo do H,0, ocorre pelas reagdes (1), (3), (6) e (13), sendo a principal
reacdo de consumo apoés o inicio do processo, a reacdo (3) com K de 10’ M*.s™. As
outras reacoes, (1), (6) e (13), tém pouca influéncia no consumo do peroxido de
hidrogénio, pois possuem Ks 10°, 10° e 10'° vezes menores que o da reacéo (7),
respectivamente.

As reacdes responséaveis pela formacdo do H,O, sdo as reagbes (5) e (10),
com constantes de 10° e 10" M™.s?, respectivamente, promovendo a diminuicdo da
da taxa de decaimento deste, pois as constantes das taxas de formacéo sédo 10% e
10° vezes maiores que a constante da taxa da principal reacéo de consumo, reacdo
(7).

Outros radicais formados no meio reacional sdo HO,* e O°, que possuem
menor potencial oxidativo da molécula organica do que o radical HO®.

Apos o inicio do processo, o HO,® é formado pelas reacdes (3) e (6), sendo o
K da reacéo (3) 10° maior que o da reacdo (6). Este radical formado é consumido
através das reacdes (7), (8), (9), (12) e (14) que possuem constantes de reacéo
entre 102 e 10° maiores que a constante de formacéo, proporcionando que este
radical seja rapidamente consumido.

O radical O® é formado pela reacéo (9) com K = 10° M™*.s™. As constantes de
consumo deste radical indicam que este é rapidamente consumido, pois ele é
utilizado como reagente das reacdes (10), (11), (12) e (15) com constantes de 10’,

108, 10" e 10'° Mt.s?, respectivamente.
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Este processo pode ser dividido em duas etapas com velocidades distintas, a
primeira com conhecida como reacdo Fe?*/H,O, onde ocorre a formac&o do radical
hidroxila que reage instantaneamente com qualquer molécula organica proxima a
ele. A segunda etapa é mais lenta devido a baixa velocidade de conversao de ions
Fe®" para Fe”* em relacdo a velocidade de consumo de Fe?*, o que se torna
limitante na velocidade de degradacdo do processo pela baixa quantidade de
radicais hidroxila formada (Homem, 2011).

De acordo com Souza (2004), o reagente de Fenton pode realizar reacdes
auto cataliticas de duas formas:

a) em pH inferior a trés, o qual impede a formacdo de Fe(OH)s. O Fe** forma
um complexo em reacéo com o peréxido de hidrogénio (Fe(OOH)?"), o qual
se decompde regenerando o Fe?** com a producdo de radical
hidroperdxido, como mostrado na eq. (6).

b) o Fe™ tende também a reagir com o radical hidroperéxido, o que também
resulta na regeneracdo de Fe?*, como mostrado na eq. (8).

Os radicais HO,* formados na segunda etapa sdo capazes de oxidar 0s
contaminantes, mas possuem um potencial de oxidacédo bastante inferior aos OHe, 0
que também explica a diminuicdo da velocidade de oxidacdo nesta etapa. Além das
etapas jA& mencionadas ocorrem reac¢des secundarias, que muitas vezes interferem
negativamente sobre o processo (Homem, 2011).

O pH do meio € um parametro operacional importante, uma vez que afeta
diretamente ndo s6 o desempenho do processo, mas também a estabilidade dos
ions ferrosos. Existe um consenso geral na literatura sobre o pH 6timo que deve
estar préximo de 3. Para valores mais baixos de pH a eficiéncia do processo cai,
devido & acdo destruidora do ion H* sobre o radical hidroxila, enquanto que para
valores de pH mais elevados resultam em precipitacdo de oxihidroxidos de ferro(ll),
ambos afetando negativamente o desempenho do processo. Outro problema que é
dependente do pH € a estabilidade do peroxido de hidrogénio, o que também explica
porque ha uma diminuicdo da eficiéncia muitas vezes encontrada para valores de pH
inferiores a 3. Em tais circunstancias, a formacéo de HsO," ocorre, aumentando a
estabilidade do H,O; e inibindo a geracao de radicais hidroxila (Neyens e Baeyens,
2003; Pacheco, 2004; Herney-Ramirez et al., 2010). A Tabela 1 mostra a relagcéo

entre a espécie quimica presente e o pH do meio.



26

Além disso, a eficiéncia de mineralizacdo do processo de Fenton esta
relacionada com a formacgédo de complexos estaveis entre moléculas orgéanicas e o

ion férrico, inibindo parte do ciclo catalitico (Dopar et al., 2011).

Tabela 1 — Espécie de ferro predominante de acordo com o pH do meio.

pH Espécie quimica predominante
1,0 [Fe(H.0)e)**

2,0 [Fe(H20)sOH]"

4,0 [Fe(H20)4(OH).]

(Adaptado de Neyens e Baeyens, 2003)

Normalmente o aumento da temperatura afeta positivamente o processo de
oxidacdo de Fenton, uma vez que a energia cinética aumenta e consequentemente,
a velocidade da reacdo. Contudo, € possivel que a elevadas temperaturas (acima
dos 40-50°C) ocorra a decomposicéo do peroxido de hidrogénio, diminuindo assim a
quantidade realmente disponivel para a rea¢do de oxidacdo, como mostrado pela
ed. (13) (Homem, 2011).

O processo Fenton tem como vantagem a utilizacdo de ions de ferro que séo
abundantes na natureza e que possuem baixa toxicidade e do peréxido de
hidrogénio, que ao se decompor tem como produto agua e oxigénio. Como
desvantagem esta o alto custo do processo, devido as concentracdes de ferro em
solugcdo ser muitas vezes elevada, hd o impedimento que estas &guas residuais
sejam descarregadas para o0 meio ambiente sem antes sofrerem um pré-tratamento.
O artigo 18 do Decreto n°® 8468/76 do estado de S&o Paulo estabelece o limite de 15
mg/L para a concentracdo de ferro solavel em efluentes descarregados diretamente
em corpos de &gua receptores. Outro fator limitante neste processo é a faixa de
trabalho estreita para o pH entre 2,0 e 3,0 (Andreozzi et al., 2000; BRASIL, 2009 e
Homem, 2011).

Este POA tem sido estudado para a aplicacdo em efluentes industriais e
domeésticos (Mota et al., 2005; Britto et al., 2008; Beati et al., 2009; Vlyssides et al.,
2010; Fan et al., 2011 e Homem, 2011).
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2.3. Influéncia de lons Inorganicos no Processo Fen  ton

Durante o processo de degradacdo, varios ions podem estar presentes
principalmente na forma de anions (Kumar, 2011).

O processo de oxidacdo de Fenton € extremamente sensivel a anions
inorganicos presentes na solucdo (Ratanatamskul et al., 2010). De acordo com
Pignatello et al. (2006), a oxidacdo promovida pelo processo Fenton pode ser inibida
de varias formas por sulfatos, fosfatos, organosulfonados, fluoretos, brometos e
cloretos, dependendo da concentragdo em que estes se encontram no meio
reacional.

A presenca destes ions no meio a ser tratado pode ser devido a presenca
natural em meio aquoso proveniente das fontes de agua ou sdo incorporados ao
meio por 3 formas durante o processo: (1) contra-ion do fon Fe?" utilizado como
catalisador no processo Fenton (por ex., anion sulfato do FeSQ,), (2) contra-ion do
fon H* do &cido, que é geralmente adicionado para preparar as solucdes de Fe** ou
(3) sado formados como produtos do processo de degradacdo (Kommineni et al.,
2000; Pignatello et al. 2006; Kumar, 2011).

Estes anions presentes em solucdo podem interferir na reacdo de Fenton das
seguintes formas: (1) complexacdo dos fons de ferro (Fe?* e Fe®") afetando a
distribuicdo e a reatividade das espécies de ferro; (2) reacdes de precipitacdo, que
conduzem a uma diminuicdo de Fe** solubilizado; (3) sequestro de radicais hidroxila
com formagédo de radicais inorganicos de menor reatividade devido a néo
seletividade de reacdo do radical hidroxila (por ex., SO4", CI', Cl,") e (4) reacGes de
oxidacdo envolvendo estes radicais inorganicos com compostos organicos (Gernjak
2006; Pignatello et al., 2006; Kumar, 2011).

O efeito de inibicdo de cada ion inorganico sobre a degradacdo promovida
pelo processo Fenton esté estabelecida na seguinte ordem: H,PO4 > CI' > SO,* >
NO3 > ClO4 (Siedlecka et al., 2007; Ratanatamskul et al., 2010).

lons Fosfato: apresenta efeito sobre o processo Fenton, precipitando os ions
de ferro na forma de complexos insollveis e abstraindo os radicais hidroxila
(Gernjak, 2006). Em meio acido a espécie fosférica presente em maior quantidade é
o dihidrogeno fosfato (H,POy’), ocorrendo interferéncia no processo Fenton a partir
de 1,5 mM de H,PO, (Kumar, 2011; Ratanatamskul et al., 2010).
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O H,PO,4 presente no meio compete pelo radical hidroxila com os produtos
organicos, ocasionando a diminui¢cdo na capacidade de degradacéo (Ratanatamskul
et al., 2010).

De acordo com Ratanatamskul et al. (2010) e Pignatello et al. (2006) cada
complexo de ferro-H,PO,4, formado em meio neutro ou levemente acido, age de
maneira distinta no processo Fenton. Os ions ferrosos existem principalmente sob a
forma de FeH,PO," durante a primeira etapa (rapida) do processo, possibilitando
que este possa reagir com o peroxido de hidrogénio e produzir radicais hidroxila,
sem interferir no processo oxidativo. Em uma segunda etapa (lenta), o complexo
presente é o FeH,PO,**, que precipita impedindo a reacdo com o peréxido de

hidrogénio, finalizando o processo.

ions Cloreto: o efeito inibitério dos ions cloreto esté ligado & geragdo do Cl,* e
do complexo FeCI**, com decréscimo simultaneo na eficiéncia de formacéo de HOe.
Isto ocorre na formacdo do complexo FeCI**, que inibe a reacdo com o peréxido de
hidrogénio e bloqueia a formacao do radical hidroxila (Ratanatamskul et al., 2010;

Kumar, 2011). Esta rea¢do é mostrada na eq. 17 (Kumar, 2011).

Fe* +Cl” [ - FeCI** (17)

Os ions cloreto também reagem em solugdo com os radicais hidroxila,
competindo com a matéria organica e originando CI” e Cl,” (Gernjak, 2006;
Ratanatamskul et al., 2010; Kumar, 2011). Estas reac0es sao apresentadas nas eqgs.
18 a 20 (Kumar, 2011).

Cl”"+OH" - CIOH" (18)
CIOH™ +H* - CI' +H,0 (19)
Cl"+Cl” -~ Cl,” (20)

Estas reacdes sao rapidas, reversiveis e dependem da concentracdo do anion
e do ion H” presentes no meio (Pignatello et al., 2006).

Os radicais de cloro possuem outro agravante, pois reagem com a matéria
organica, propiciando a mineralizacdo da molécula, mas com formacdo de

compostos organoclorados (Gernjak, 2006; Pignatello et al., 2006).
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Quando os radicais clorados formados interagem com o peréxido de
hidrogénio, originam radicais hidroperoxila, que possuem potencial de oxidacao
menor que o apresentado pelo radical hidroxila. Estas reacdes estdo mostradas nas
egs. 21 e 22 (Kumar, 2011).

Cl" +H,0, - OH,” +Cl" +H* (21)
Cl,” +H,0, -~ OH, +2CI" +H" (22)

A inibicdo do processo Fenton pelo ion cloreto ocorre para concentracdes de

CI" acima de 0,01M em meio &cido (Pignatello et al., 2006).

ions Sulfato: quando em baixa concentragdo e em meio acido este ion
proporciona o sequestro de radicais hidroxila e complexos soluveis de ferro
(Pignatello et al., 2006; Kumar, 2011).

O sequestro de radicais hidroxila origina o radical sulfato, que possui potencial
de oxidagcdo menor (diminuindo o efeito de degradacao dos compostos) este radical
também seria responsavel pelo consumo de peroxido de hidrogénio ainda presente

no meio, como apresentado pelas egs. 23 a 25 (Gernjak, 2006; Kumar, 2011).

HSO, +OH" - SO, +H,0 (23)
SO, +H,0, -~ SO* +H" +OH,’ (24)
SO~ +OH, - SOQ” +H" +0, (25)

O complexo formado de Fe*" com fons sulfato é uma mistura de FeSO,* e
Fe(SO,), os quais inibem a reacdo com o peroxido de hidrogénio, impossibilitando a
reducao do ion férrico para ferroso. Mas € provavel que as concentracdes de sulfato,
da ordem de 10°M, introduzidas pela adicdo de ferro na forma de um sal de sulfato,
terdo pouco efeito sobre o desempenho da reacdo de Fenton (Pignatello et al.,
2006).

Os radicais sulfato quando presentes em altas concentracdes no meio atuam
como as espécies predominantes de oxidacdo e neste caso oxidam o soluto

organico, contribuindo para a degradacao (Kumar, 2011).

ions Nitrato: de acordo com a literatura o nitrato ndo interfere no processo

Fenton para concentracdes de até 200 mM. Nao ha interferéncia, provavelmente por
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ndo ocorrer formagéo de complexo com os ions de ferro e nem a reagdo com 0s
radicais hidroxila presentes no meio (Kommineni et al., 2000; Pignatello et al., 2006;

Ratanatamskul et al., 2010; Kumar, 2011).

ons Perclorato: ha pelo menos duas razBes pelas quais os ijons ClO4

apresentam menor influéncia sobre o processo de decomposi¢do do que 0s outros
fons: (a) os fons perclorato ndo formam complexos com Fe?* e Fe*, e (2) ndo

reagem com OHe (Pignatello et al. 2006; Siedlecka et al., 2007).

ions Carbonato: a forma do ion que esta presente no meio depende do pH do

meio, o equilibrio pode ser verificado no grafico apresentado na Figura 03.
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Figura 03 — Fracéo Molar do CO, dissolvido em funcdo do pH do meio (Jacob, 1999).

Em meio acido a forma predominante € a de acido carbénico, H,CO3, que nao
apresenta influéncia sobre o processo Fenton. Tanto o carbonato quanto o
bicarbonato reagem com os radicais hidroxila, formando o radical carbonato (COg3'),
como mostrado nas eqgs. 26 e 27 (Kommineni et al., 2000; Gernjak, 2006; Kumar,

2011).

OH" +HCO; - H,0+CO; (26)
OH" +CO¥ _ OH™ +CO;” (27)
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O radical CO3™ apresenta menor reatividade cm a matéria organica do que o
radical hidroxila, retardando o processo de degradacéo. O efeito inibitério promovido
pelo Na,CO3z; mesmo em altas concentracfes € desprezivel (Kumar, 2011).

Consequentemente, para que 0 processo Fenton seja eficiente em um
efluente com alta alcalinidade, serd necessaria, ou a reducdo do pH para valor
inferior a 3, e desta forma os sais inorganicos carbonato e bicarbonato serdo
liberados para a atmosfera na forma de CO,, ou a adicdo de maiores quantidades de
oxidante (H,0O,) (Kommineni et al., 2000).

ions Fluoreto: estes ions inibem a reacéo de Fenton através da formacéo de
complexos soluveis de ferro e sequestro lento dos radicais hidroxila. A afinidade dos
fons Fe*" por fluoreto é alta, com sucessiva formagédo de mono-, di- e trifluoreto,
sendo apenas o complexo monofluoreto férrico ndo interferente no processo Fenton
(Pignatello et al., 2006).

2.4. Estudos da Degradacéo de Tetraciclinas em Eflu  entes

Sabendo da presenca destes farmacos em efluentes de diversas origens se
faz necessario o estudo de novos processos para o tratamento deste efluente, mais
baratos e mais ou tao eficientes quanto os ja existentes.

Os POA sao caracterizados por reacdes de oxidacdo quimica intermediadas
pelo radical hidroxila (HOe), espécie extremamente reativa e pouco seletiva. O
potencial padréo de reducao do radical hidroxila (Eo = 2,73V) € muito superior ao dos
oxidantes convencionais, fazendo com que atue na oxidacdo de uma grande
variedade de substéncias. Os radicais podem reagir com 0S contaminantes
organicos por mecanismos distintos, dependendo da estrutura do composto alvo,
conforme mostrado a seguir:

» Hidrocarbonetos alifaticos - susceptiveis a reacdes de abstracdo de
hidrogénio, produzindo radicais organicos que rapidamente se ligam ao
oxigénio molecular e geram radicais peréxido que, por sua vez, iniciam
reacdes oxidativas em cadeia, levando o substrato organico a COy,
H,O e sais inorganicos (mineralizacdo). Como representado pelas eqgs.
(28) e (29).
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RH+OH - R’ +H,0O (28)
R'+0, —~ RO, - - CO, +H,0 +saisinorganice (29)

 Compostos organicos que contém ligacbes 71 (insaturados e
aromaticos) - reage preferencialmente por adicéo eletrofilica, formando

radicais organicos. Como mostrado pela eq. (30).

X . X
O = X
OH

» Hidrocarbonetos halogenados ou com alto grau de impedimento
estérico - predomina a transferéncia eletronica. Como apresentado
pela eq. (31).

RX+OH" - RX' +HO (31)

Para compostos aromaticos, no qual a doxiciclina se enquadra, o
comportamento esperado para a acado do radical hidroxila seria a partir da adicéo
eletrofilica ao anel da molécula. Mas devido a complexidade da molécula, como o
comprimento da ligacdo C-H, a estabilidade do radical organico formado, o numero
de atomos de hidrogénio (posicbes de ataque), os efeitos estéricos e a
eletronegatividade dos substituintes, sendo muitas vezes o substituinte da molécula
a receber o ataque do HOe- ao invés de atacar o anel (Pignatello et al., 2006).

Foram encontrados na literatura varios trabalhos sobre a degradacdo da
doxiciclina e de outros farmacos em efluentes.

Rivas et al. (2011) estudaram a adsorcdo de doxiciclina em carvao ativo,
fotlise por UV-C e ozonizacdo em concentracdo de 5*10°M. No processo de
adsorcdo em carvao ativo obtiveram reducdo de 60 a 85% de COT, mas com
significativa reducédo da eficiéncia com o reuso; reducédo de 20% da concentracéo
inicial em 2h para a fotdlise UV-C, mas sem reducdo de COT e degradacao
instantanea com reducgéo de 60% de COT no processo com aplicacado de ozbnio. A
combinacéo destes 3 processos apresentou uma reducao de 70% de COT.

Ghosh et al. (2009) estudaram cinco antibiéticos (claritromicina, enrofloxacina,
sulfametoxazol, tetraciclina e trimetoprim) para avaliar a acdo destes sobre as

bactérias responséveis pela oxidacdo da amoénia em ETEs e observaram que para
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concentracgdes inferiores a 0,05 mg/L, individualmente, estes farmacos ndo tiveram
qualquer efeito significativo sobre aquelas bactérias.

Jia et al. (2009) estudaram a oxitetraciclina (OTC) e a tetraciclina (TC) e seus
produtos de degradacdo 4-epitetraciclina (ETC), 4-epioxitetraciclina (EOTC),
isoclortetraciclina (ICTC), anidrotetraciclina (ATC) e 4-epianidroclortetraciclina
(EACTC). Aqueles autores avaliaram as concentracbes presentes no afluente e
efluente da estacdo de tratamento de esgoto e também no rio receptor deste
efluente, na cidade de Beijing, China, através de cromatografia liquida acoplada a

um detector de massa. Os resultados estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Concentracbes médias de tetraciclinas e os seus subprodutos detectados em ETES e rios.

Composto Afluente (ng/L) Efluente (ng/L) Rio (ng/L)

OoTC 72,5 3,8 2,2

TC 16,5 1,9 2,1
ETC 5,9 < LDM* < LDM*
EOTC 8,5 < LDM* < LDM*
ICTC 9,5 6,8 <LDM*
ATC 5,7 <LDM* <LDM*
EACTC 25,3 7,6 <LDM*

*<|_ DM = abaixo do limite de deteccao do método

Jia et al. (2009)

A presenca de tetraciclinas em efluentes de diversas origens tem estimulado
varios estudos de novos processos para 0 tratamento das tetraciclinas. Varios
estudos tratam dos mecanismos de degradacdo com varios processos e sobre a
identificacdo dos produtos resultantes desta degradacdo, sendo que a maioria
destes processos oxidativos baseia-se na geracao de radicais hidroxila (Fatta et al.,
2011).

Gujarathi et al. (2005) avaliaram a utilizacdo de M. aquaticum e P. stratiotes
para fitorremediacédo de efluentes contendo tetraciclina e oxitetraciclina. Concluiram
gue as moléculas dos antibidticos sdo degradadas pelas enzimas cataliticas e
radicais presentes nas raizes destes vegetais. Apresentando degradacdo quase
completa até 6 dias apds insercdo de P. stratiotes e 15 dias com M. aquaticum. A
taxa de modificacdo dos antibiéticos diminuiu com o aumento da concentracéo inicial
destes, o que sugere que o composto de modificacdo (enzima catalitica) presente

nas raizes pode estar em concentracdes limitadas.



34

Ikehata et al. (2006) estudaram a degradacéao fotocatalitica com mineralizacéo
parcial de tetraciclina por TiO, e obtiveram uma conversdo quase completa de 50
mg/L de tetraciclina em duas horas de tratamento e cerca de 90% do Carbono
Organico Total (TOC) foi removido em 6 h.

Reyes et al. (2006) compararam a eficiéncia da remocéo de tetraciclina em
suspensfes aquosas de TiO, irradiada com trés fontes de luz diferentes: uma
lampada de UV, um dispositivo solar e uma lampada UV-A. Observaram uma
degradacéo nao significativa quando as irradiacdes foram realizadas na auséncia de
TiO,. Houve rapida degradacao do farmaco na presenca de 0,5 g/L de TiO,, obtendo
50% da concentragdo inicial apés 10, 20 e 120 minutos, para a lampada de UV,
dispositivo solar e lampada UV-A, respectivamente. Porém, todos os subprodutos
gerados mantiveram a atividade antibacteriana.

Jiao et al. (2008) estudaram a degradacao fotocatalitica da tetraciclina e a
toxicidade dos seus produtos de degradacéo, que apresentaram a relacdo massa-
carga (m/z) iguais a 398 e 413. O anel naftol da tetraciclina permaneceu intacto
durante a fotélise e a toxicidade dos compostos da fotdlise, utilizando V. fischeri,
revelaram que a toxicidade aumentava com o tempo de irradiacao.

Sunaric et al. (2009) estudaram a oxidacdo da doxiciclina com peroxido de
hidrogénio utilizando como catalisador o ion cobre. Agueles autores compararam 0S
resultados de concentracao residual do farmaco obtidos por espectrofotometria com
os resultados obtidos por CLAE, que apresentaram desvio padrao relativo nao
superior a 3,80%.

Jeong et al. (2010) estudaram os mecanismos de oxidacado por radicais
hidroxila de quatro antibidticos da classe das tetraciclinas (tetraciclina,
clortetraciclina, oxitetraciclina e doxiciclina). Os radicais eram gerados por irradiacéo
do meio com radiacdo gama e com radidlise de pulsos de elétrons, que provoca a
guebra da molécula de agua em radicais hidroxila. Observaram que a eficiéncia do
radical hidroxila para as quatro tetraciclinas variou de 32% a 60%, enquanto que
para elétrons livres aquosos (e'aq) a eficiéncia variou de 15 a 29%, exceto para a
clortetraciclina, que foi de 97%. Os produtos de degradacé&o da doxiciclina foram
obtidos por CLAE acoplado ao detector de massa, sendo apresentados e
identificados na Figura 04.

De acordo com o trabalho apresentado por Jeong et al. (2009) o radical

hidroxila formado durante o processo Fenton, é inserido no cloridrato de doxiciclina
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através da adicao eletrofilica no anel 1, provocando o aumento na massa molar em
16 g/gmol. O rearranjo provocado pela insercdo provoca a oxidacdo do grupo
hidroxila no anel 3 dando origem a uma cetona, formacdo de uma quinona no anel 1
e a abstracdo do H no anel 2, proporcionando a formacdo da dupla ligacdo, como

pode ser observado na Figura 04.
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Figura 04 — Produtos de degradacao e de reac&o propostos para a doxiciclina (Jeong, 2009).

Yuan et al. (2011) estudaram a degradacdo de oxitetraciclina, doxiciclina e
ciprofloxacina com radiacdo UV e peroxido de hidrogénio associado ao UV em

amostras de agua de diferentes procedéncias (agua ultrapura, agua de superficie,
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agua potavel e efluentes de estacdo de tratamento de efluentes municipal), com a
finalidade de avaliar a influéncia das diferentes matrizes sobre a degradacdo dos
farmacos em separado e com concentracdo de 5uM. Avaliaram a toxicidade do
produto degradado através de culturas de Vibrio fischeri. Observaram que apds o
tratamento UV ndo apresentou reducao significativa da toxicidade e que o
tratamento com UV/H,O, em um primeiro instante houve aumento da toxicidade, e
depois diminuiu, formando produtos atdxicos.

Mboula et al. (2012) avaliaram a degradagao da tetraciclina com um processo
fotocatalitico heterogéneo com TiO,/UV, focando na determinacdo da
biodegradabilidade, toxicidade e identificacdo dos subprodutos formados durante o
tratamento fotocatalitico. Observaram uma reducdo de 24% da concentracdo de
carbono organico dissolvido, e reducdo da toxicidade sobre a cultura de
Pseudomonas aeruginosa e a nao biodegradabilidade através do teste de Sturm. O
estudo dos subprodutos através de HPLC ESI-(+) — MS/MS mostrou que o anel da
tetraciclina ndo € aberto e, assim, a estrutura dos subprodutos néo é tao diferente do

composto inicial, como mostrado na Figura 05.
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Figura 05 — Produtos de degradacéo fotocatalitica da tetraciclina (Adaptado de Mboula et al., 2012).
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3. Objetivos

3.1. Objetivos Gerais

Avaliar a degradacdo do antibidtico cloridrato de doxiciclina em matriz

sintética através do processo Fenton.

3.2. Objetivos Especificos

Com este trabalho, procurou-se estudar as melhores condi¢cdes para a
oxidacdo do antibidtico cloridrato de doxiciclina, através do processo Fenton, em
matrizes sintéticas. Procurando estabelecer as condicdbes mais adequadas de
concentracdo de oxidante, catalisador, temperatura e pH do meio através das
avaliacbes dos parametros concentracdo residual do farmaco por
espectrofotometria, concentracdo residual do peroxido de hidrogénio e carbono
organico total dissolvido em funcéo do tempo.

Apbs a obtencdo da melhor condicdo experimental de oxidacdo, avaliou-se a
toxicidade celular do meio reacional apés o término do experimento, empregando-se
células L-929 possibilitando avaliar a inativacdo da molécula do farmaco sobre as
células teste. Testes utilizando culturas de Escherichia coli, possibilitaram determinar
através de resultados de concentracao inibitéria minima (CIM), se o efluente gerado
durante o processo permanece ou ndo com acgdo antibidtica sobre o organismo
teste. A juncao dos dois resultados, citotoxicidade e CIM, possibilitaram determinar
se o residuo obtido através do processo Fenton é mais toxico do que o farmaco
original.

Através da analise de CLAE acoplado a detector de massa, foi possivel a
determinacdo da massa molecular dos produtos de degradacdo gerados durante o
processo Fenton, possibilitando a sugestdo de estruturas moleculares para estes

produtos de degradacao.



4. Materiais e Métodos

4.1. Materiais

4.1.1. Equipamentos

Agitador mecanico Heidolph — modelo RZR 2021;

Autoclave Stermax analégica horizontal;

Balanca Analitica Marte — modelo AL 500;

Banho-termostatizado Tecnal — modelo TE 184;

Concentrador rotativo a vacuo Eppendorf — modelo Concentrator Plus;
Equipamento para Carbono Organico Total Shimadzu — modelo COT 5000A
Espectrofotometro Femto - modelo 600S;

Placa de aquecimento Quimis — modelo Q-261A21;

pHmetro Marte — modelo MB 10;

Termopar Gulton — modelo GULterm 200;

4.1.2. Reagentes
4.1.2.1. Meios Reacionais

Cloridrato de doxiciclina 91,9% (Merck - Calbiochem®)
Peroxido de hidrogénio 33% PA (Synth)
Sulfato ferrosos heptahidratado PA (Synth)

4.1.2.2. Andlise da Concentracdo de Cloridrato de D  oxiciclina

Acido acético glacial PA (Synth)

Acido sulfarico PA (Synth)

Acetato de sodio anidro PA (Merck)

Cloridrato de doxiciclina 91,9% (Merck - Calbiochem®)
Hidréxido de sédio PA (Synth)

lodeto de potassio PA (Merck)

Molibdato de sédio dihidratado PA (Synth)

Nitrato de sédio PA (Riedel)

Sulfito de sodio anidro PA (Baker)



4.1.2.3. Analise da Concentracéo de Peroxido de Hid  rogénio

Acido sulfarico PA (Synth)

Oxalato de sédio PA (Vetec)
Permanganato de potassio PA (Synth)
Peréxido de hidrogénio 33% PA (Synth)

4.1.2.4. Analise da Concentracédo de Carbono Organic o Total

Acido sulfarico PA (Synth)
Hidréxido de sédio PA (Synth)
lodeto de potassio PA (Merck)
Sulfito de sodio anidro PA (Baker)

4.1.2.5. Anélise da Concentracdo de ion Ferroso

Acetato de amonio PA (Synth)

Acido acético glacial PA (Synth)

Sulfato ferrosos heptahidratado PA (Synth)
1,10-fenantrolina (Synth)

4.1.2.6. Analise em CLAE — UV

Acetato de potassio PA — HPLC (J.T.Baker)
Acetonitrila grau HPLC (J.T.Baker);

Acido acético glacial grau HPLC (J.T.Baker);

Acido sulfrico PA (Synth)

Cloridrato de doxiciclina 91,9% (Merck - Calbiochem®)
Hidréxido de sédio PA (Synth)

Peroxido de hidrogénio 33% PA (Synth)

4.1.2.7. Anélise em CLAE — Massa

Acido acético glacial grau HPLC (J.T.Baker);
Acido sulfarico PA (Synth)

39
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Cloridrato de doxiciclina 91,9% (Merck - Calbiochem®)
Hidréxido de sédio PA (Synth)

Metanol grau HPLC (J.T.Baker)

Peréxido de hidrogénio 33% PA (Synth)

4.1.2.8. Analise de CIM

Acido sulfrico PA (Synth)

Cloreto de Bario PA (Merck)

Cloridrato de doxiciclina 91,9% (Merck - Calbiochem®)
Hidréxido de sédio PA (Synth)

Meio de cultura Luria Bertani (Sigma-Aldrich)

Peroxido de hidrogénio 33% PA (Synth)

Sulfato de Bario PA (Merck)

Sulfato ferrosos heptahidratado PA (Synth)

4.1.2.9. Analise de Citotoxicidade

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) PA (Sigma-
Aldrich)

Acido sulfirico PA (Synth)

Cloridrato de doxiciclina 91,9% (Merck - Calbiochem®)

Dubecco’s Modified Eagle Medium, low glucose (DMEM) (Sigma-Aldrich)
Hidréxido de sédio PA (Synth)

Peroxido de hidrogénio 33% PA (Synth)

Sulfato ferrosos heptahidratado PA (Synth)

Tripan Blue 0,4% (Sigma-Aldrich)

Tripsina EDTA 0,25% (Sigma-Aldrich)
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4.2. Métodos

4.2.1. Equipamento

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

O esquema do equipamento utilizado esta mostrado na Figura 06. A
concentracdo da solucéo de doxiciclina foi elaborada de acordo com concentracoes

presentes em efluentes hospitalares.

D
] (A) Béquer 400 mL
O U | (B) Banho termostatizado (0-100°C)

)
(C) Agitador Mecanico
E
[ ] (D) Termopar

— OOO © (E) Medidor de pH

C) AlUe
(-

oo S

B

Figura 06 — Equipamento experimental para os ensaios de oxidag&o pelo processo Fenton.

O béquer (A) contendo a solucédo aquosa de cloridrato de doxiciclina a 100
mg/L ficava imerso em um banho termostatizado (B) com temperatura ajustavel
entre 0 e 100C. O béquer dispunha de um agitador m ecanico (C), um termopar (D),
um medidor de pH (E). Nas dosagens e amostragens utilizaram-se micropipetas de O
a 20, 20 a 200 e de 100 a 1000 pL Finnpipette, Colour 4027.
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4.2.2. Planejamento Experimental

Os ensaios de oxidagcdo do cloridrato de doxiciclina foram realizados de
acordo com planejamento experimental do tipo Delineamento Composto Central
Rotacional, DCCR, como proposto no livro de Rodrigues e lemma (2005). Este
planejamento encontra-se nas Tabelas 3 e 5. Para cada ensaio, havia,
concomitantemente, 3 meios reacionais diferentes, sendo que todos eram mantidos
sob agitacdo mecéanica, no mesmo banho termostatizado. A manutencao dos trés
meios distintos possibilitou avaliar qual seria a influéncia do ion ferroso sobre a
degradacdo do farmaco e sobre a degradacdo do peroxido de hidrogénio,
possibilitando subtrair cada interferéncia sobre o resultado obtido pelo processo
Fenton. As substituicbes nao foram feitas, porque os resultados mostraram-se
inconstantes dentro do tempo reacional, impossibilitando determinar com seguranca
a influencia de cada meio “incompleto” sobre o processo Fenton.

Neste trabalho o DCCR proposto apresenta 3 varidveis independentes que
sdo a concentracdo inicial de ions ferrosos, concentragdo inicial de peroxido de
hidrogénio e temperatura. Estas trés variaveis foram escolhidas devido a grande
influéncia que elas exercem sobre o processo, como relatado nos trabalhos de
Eisenhauer (1964), Sims (1981), Mota et al. (2005), Coelho et al. (2006), Tambosi
(2008), Beati et al. (2009), Kaczmarek e Lis (2009) e Vlyssides et al. (2011). No
planejamento experimental é necessario codificar as variaveis. Para isto, atribuiram-
se os valores -1 e +1 aos limites inferiores e superiores das variaveis codificadas a
serem estudadas e inseriu-se o ponto O, referente ao ponto central. O planejamento
DCCR pressupfe ainda valores extremos das variaveis, correspondentes a valores
codificados -1,68 e +1,68. A Tabela 3 mostra as variaveis codificadas e suas

correspondéncias numeéricas com as variaveis reais

Tabela 3 — Valores reais e codificados das variaveis estudadas
Variaveis -1,68 -1 0 +1 +1,68
Cee? (Mg/L), X 1’ 5 283 625 96,7 120
Creo: (M@/L), X2 100 262 500 738 900
T (°C), X3’ 0 8,1 20 31,9 40

Os intervalos de concentracdo de peroxido de hidrogénio (Chz02), ion ferroso
(Cre?) e de temperatura foram fixados de acordo com informacdes da literatura,

apresentados na Tabela 4.
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O termo pHy, atribuido na legenda da Tabela 4, refere-se ao pH inicial ou faixa
de pH inicial em que o experimento foi conduzido.

Com base nos dados coletados em artigos publicados sobre o processo
Fenton, sendo estes dados aplicados a massa de 100 mg/L de cloridrato de
doxiciclina, as condi¢@es iniciais sugeridas para o tratamento desta molécula seriam
as concentragfes de peroxido de hidrogénio e de ions ferrosos iguais a 500 mg/L e
70 mg/L respectivamente.

Definindo-se as variaveis a serem estudadas bem como os limites superiores
e inferiores, montou-se o0 planejamento experimental, obtendo-se o numero de
ensaios através da eq. 32, sendo K o niumero de varidveis independentes a serem

estudadas e o numero de pontos centrais € aleatério (n&o inferior a trés):

2" pontos fatoriais + 2.K pontos axiais + PONtOS centrais = nimero de ensaios (32)

Tabela 5 — Planejamento experimental

Ensaio X7’ X2’ X3’
1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1
5 -1 -1 +1
6 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1
8 +1 +1 +1
9 -1,68 0 0
10 +1,68 0 0
11 0 -1,68 0
12 0 +1,68 0
13 0 0 -1,68
14 0 0 +1,68
15 0 0 0
16 0 0 0
17 0 0 0
18 0 0 0
19 0 0 0
20 0 0 0
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4.3. Ensaios
4.3.1. Solucao de Cloridrato de Doxiciclina 100mg/L

Pesar em balanca analitica com precisdo de 0,001, 100 mg de cloridrato de
doxiciclina e homogeneizar em baldo volumétrico de 1L com &gua destilada. Esta
solucdo apresenta pH entre 2,8 a 3,1, sendo necessario a correcdo do pH da

solucéo apenas nos ensaios referentes a influéncia do pH do meio sobre o processo.

4.3.2. Meio Reacional Contendo Cloridrato de Doxici  clina, H ,0, e Fe?"

Transferir, com auxilio de proveta, 200 mL da solucdo contendo 100 mg/L de
farmaco, para béquer coberto com papel aluminio, protegendo da acédo da luz,
colocar este béquer em banho termostatizado na temperatura estabelecida no
planejamento experimental (0; 8,1; 20; 31,9 ou 40°C) sob agitagcdo com agitador
mecanico; quando atingida a temperatura desejada dentro do béquer, adiciona-se a
este a solucéo de sulfato ferroso com concentracdo de modo que a concentracao de
Fe?* no meio tenha o valor desejado (5; 28,3; 62,5; 96,7 ou 120 mg/L) e um volume
de perdxido de hidrogénio necessario para que a concentracdo no meio tenha o
valor desejado (100; 262; 500; 738 ou 900 mg/L). O ensaio se inicia com a adicédo do
peréxido de hidrogénio, quando entdo o crondmetro era disparado. Eram coletadas
amostras em tempos pré-determinados para determinacdo espectrofotométrica da

concentracéo residual de doxiciclina.
4.3.3. Meio Reacional Contendo Cloridrato de Doxici  clina e Fe 2*

Transferir, com auxilio de proveta, 200 mL da solucdo contendo 100 mg/L de
farmaco, para béquer coberto com papel aluminio, protegendo da acédo da luz,
colocar este béquer em banho termostatizado na temperatura estabelecida no
planejamento experimental (0; 8,1; 20; 31,9 ou 40°C) sob agitagcdo com agitador
mecanico; quando atingida a temperatura desejada dentro do béquer, adiciona-se a
este a solucéo de sulfato ferroso com concentracdo de modo que a concentracao de
Fe?* no meio tenha o valor desejado (5; 28,3; 62,5; 96,7 ou 120 mg/L).
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4.3.4. Meio Reacional Contendo H ,0, e Fe?*

Transferir, com auxilio de proveta, 200 mL de agua destilada, para um béquer
coberto com papel aluminio, protegendo da acdo da luz, colocar este béquer em
banho termostatizado na temperatura estabelecida no planejamento experimental (O;
8,1; 20; 31,9 ou 40°C) sob agitacdo com agitador mecanico; quando atingida a
temperatura desejada dentro do béquer, adiciona-se a este a solucdo de sulfato
ferroso com concentracdo de modo que a concentracdo de Fe?* no meio tenha o
valor desejado (5; 28,3; 62,5; 96,7 ou 120 mg/L) e um volume de peroxido de
hidrogénio necessario para que a concentracdo no meio tenha o valor desejado
(100; 262; 500; 738 ou 900 mg/L).

O fluxograma do procedimento esta apresentado na Figura 07.

200 mL sol de Cloridrato
de Doxiciclina 100ppm

A4

Béquer 400 mL

l

Banho termostatizado

Y

Agitacdo
H,0, » Temperatura constante Solucéo de Fe?*
}
pH inicial
] Aliquota para:

_ - Cloridrato de
Produto Oxidado Doxiciclina e TOC (5mL)
l -H,0, (2mL)

pH final

Figura 07 — Fluxograma para realizacédo dos ensaios.
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4.4. Métodos Analiticos
4.4.1. Quantificacdo da Doxiciclina

4.4.1.1. Preparo de Solucdes e Reagente

Solugdo inibidora do sistema Foto-Fenton (contendo 0,1 mol/L de cada
componente)
Dissolver 16,6 g de iodeto de potassio + 12,6 g de sulfito de sddio + 4 g de

hidroxido de sédio em agua destilada, completando o volume para 1000 mL.

Solucéo de molibdato de sédio 5¥10° mol/L
Dissolver 1,21 g de molibdato de sédio diidratado em baldo volumétrico de

1000 mL com agua destilada.

Solucéo de nitrato de sédio 1 mol/L
Dissolver 84,99 g de nitrato de sddio em baldo volumétrico de 1000 mL com

agua destilada.

Solucéo tampéao acetato 0,01 mol/L pH 5,0
Dissolver 0,8203 g de acetato de sodio anidro + 0,57 mL de &cido acético
glacial em baldo volumétrico de 1000 mL com &gua destilada.

4.4.1.2. Analise da Doxiciclina

Os ions de ferro podem interferir na analise, sendo necesséaria a sua remocéao
do meio. Outro interferente nesta analise é o peroxido de hidrogénio, como
apresentado por Gutiérrez et al. (1991) e Beati et al. (2009), a molécula de peréxido
de hidrogénio forma complexo amarelo com o ion molibdato sendo passivel de
quantificacdo no meio por espectrofotometria em 350nm, resultando em um falso
incremento nos resultados da quantificagdo do farmaco. Nesta quantificacdo sera
necessario o uso de uma solucao inibidora de sistema foto-Fenton usada por Mota
et al. (2005), cujas rea¢Oes estdo descritas pelas egs. (33) a (36). Esta solugéo é
composta de iodeto de potéassio (0,1M), sulfito de sddio (0,1M) e hidréxido de sddio
(0,1M) em meio aquoso.
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O peréxido de hidrogénio presente na amostra de meio reacional reage com o
ion iodeto, formando iodo e 4gua. Na presenca do sulfito de sodio, o perdxido de
hidrogénio presente na amostra reage formando sulfato de sédio e agua. Estas duas
reacoes sdo responsaveis pela decomposicao do peroxido de hidrogénio residual na
aliquota retirada do meio reacional para determinagédo da concentracdo residual do
cloridrato de doxiciclina.

O pH extremamente alto, proximo a 13, obtido pela presenca do hidroxido de
sédio na solucdo inibidora do sistema foto-Fenton, possibilita a formacdo de
hidroxido de ferro (Fe** e Fe®), que sdo pouco sollveis em meio aquoso,

possibilitando a retirada destes atraves de filtracdo ou centrifugacao.

H,0, +2I" +2H" - 1, +2H,0 (33)
H,O0, + Na,SO, - Na,SO, +2H,0 (34)
Fe** +20H™ - Fe(OH), (35)

Fe* +30H - Fe(OH), (36)

Coletar em frasco contendo 2 mL da solugéo inibidora de sistema foto-Fenton,
5mL de aliguota do meio reacional. Homogeneizar e filtrar com filtro de 0,45 um
acoplado a seringa, coletando o filtrado em frasco limpo.

Transferir com o auxilio de uma pipeta graduada 6mL de filtrado para um
frasco limpo contendo 2,5 mL de agua destilada e 2 gotas de H,SO, 1:5.
Homogeneizar esta solugao acidificada (pH~3).

De acordo com a metodologia desenvolvida por Stankov, M.J.; Veselinovic, D.
(1988), serao determinadas as concentracdes de doxiciclina tomando-se como base
a analise do complexo formado entre o farmaco e o molibdato de sd6dio. Como

apresentado na Figura 08.
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MoO, + H,0 H,0

Figura 08 — Reacéo de formacédo de complexo doxiciclina-molibdato (Adaptado de Cunha e Sakai,
1985; Stankov et al., 1991).

Transferir 1 mL da solucéo acidificada para baldo volumétrico de 5 mL e juntar
a este 1mL de solucdo Na;MoO,4 5*10° mol/L, 0,5 mL de NaNO3 1 mol/L e 0,5 mL de
solucéo tampéao acetato 0,01 mol/L pH 5,0.

Avolumar o baldo com agua destilada, homogeneizar.

Transferir para cubeta de 1 cm e efetuar a leitura em espectrofotometro em
comprimento de onda de 390 nm.

Com base na equacao da reta obtida com a analise da curva de calibracéo,
apresentada na Figura 1 do Apéndice A, a concentracdo de doxiciclina residual sera

dada pela expresséo (37):

c _ ABS (37)
doxiHCI 0,0027
Em que:

CboxiHcl = concentracdo de cloridrato de doxiciclina residual (mg/L)

ABS = absorbancia da amostra
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Os fluxogramas de preparo da amostra e quantificagdo da concentracao
residual de cloridrato de doxiciclina estdo apresentados nas Figuras 09 e 10,

respectivamente.

2mL solugéo inibidora
do Sistema Foto-Fenton

A 4

A

Frasco ambar de 11mL

}

Agitar

5mL meio reacional

A 4

Transferir para seringa

4

Filtro 45um

}

Filtrado

A 4

6mL Filtrado + 2,5mL
H,O + 2 gotas H,SO,
1:5

Aliquota de 1mL para
Quantificacéo do
Cloridrato
de Doxiciclina

Figura 09 — Fluxograma da remocéo do Fe®* e do H,0, residuais

Aliquota de 7mL para
COT

A

1mL de solugdo | [ImL de Na,MoO,| |0,5mL de NaNO, 0,5mL de tampéao
acidificada 5x10-*mol.L* 1mol.L! acetato 0,01mol.L*
,|Baldo volumetrico |,
de 5SmL

A

Avolumar com H,O dest.

A

Agitar

!

Transferir para cubeta

}

Efetuar a leitura em Aplicar a absorbancia c
espectrofotdmetro UV-Vis —— da amostra na curva — E'?rOIX' /FI'_C)L)
em A =390nm de calibracao g

Figura 10 — Fluxograma da quantificacdo do cloridrato de doxiciclina
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4.4.2. Quantificacdo do Perdxido de Hidrogénio
4.4.2.1. Preparo de Solucdes e Reagente

Solucao de &cido sulfarico 1:5
Dissolver 200 mL de acido sulfurico concentrado em balao volumétrico de

1000mL com &gua destilada.

Solucado de permanganato de potéassio 0,002 mol/L padronizada

Dissolver 0,32 g de permanganato de potassio em 1000 mL de &agua
destilada. Guardar a solugcéo por 24h para estabilidade do meio. Padronizar com
Oxalato de Sodio 0,01 mol/L.

Solucado de Oxalato de Sédio 0,01 mol/L

Dissolver 0,335 g de oxalato de s6dio em 250 mL de 4gua destilada.
4.4.2.2. Padronizagdo do KMnO 4 0,002 mol/L

Em trés erlenmeyers de 125 mL adicionar 10 mL de solu¢do de Na,C,0, 0,01
mol/L em cada erlenmeyer. Adicionar a estes 10 mL de solu¢do H,SO,4 1:5 e 50 mL
de agua destilada.

Aquecer a 60°C o conteudo dos erlenmeyers, mantendo esta temperatura,
efetuar a titulacdo com a solugao de KMnO,4 0,002 mol/L que deve ser padronizada
até aparecimento de leve coloracéo violeta.

Aguardar 30 segundos ap0s a viragem, garantindo a permanéncia da cor.

Anotar o volume de cada titulagé@o e fazer uma média entre elas.

O volume tedrico encontrado através da estequiometria da reacdo € de
19,75375 mL da solucdo de KMnO,4 0,002 mol/L para titular os 10 mL da solucéo de
Na,C,O4 0,01 mol/L. O fator da solucdo de permanganato de potassio sera
determinado pela eq. (38).

= Volumé&eorico
Volume¢Real

(38)
Em que:
Volume Teodrico = 19,75375 mL.

Volume Real = obtido experimentalmente.
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4.4.2.3. Analise de Peréxido de Hidrogénio

A metodologia proposta para esta determinacdo estd de acordo com o
trabalho apresentado por Albuquerque (2005), no qual a concentragdo foi
determinada por método titulométrico tomando-se como base a reacdo redox entre o
peréxido de hidrogénio e o permanganato de potassio em meio acido, como

apresentada pela eq. (39).

2MnQ; +5H,0, +6H* - 2Mn* +8H,0+50, (39)

De acordo com testes preliminares, a solugdo de cloridrato de doxiciclina
titulada da mesma forma, n&o interferiu no resultado final da determinagéo, pois o
volume gasto foi igual a amostra branco (0,2 mL). O ion ferroso por sua vez, quando
titulado, consome o0 permanganato de potassio da solugcdo titulante como
apresentado pela eq. 40, mas nao apresenta falso ponto de viragem que desaparece
antes de 30 segundo, o qual ocorre na quantificacdo do peroxido de hidrogénio.

MnO;, +5F€" +8H" — Mn? +5F€" +4H,0 (40)

Em erlenmeyer de 125 mL contendo 5 mL de H,SO4 1:5 e 50 mL de agua
destilada, adicionar 2 mL de aliquota do meio reacional.

Homogeneizar e titular com solucdo de KMnO, 0,002 mol/L padronizado
(Morita, 2007).

Aguardar 30 segundos apos a viragem, garantindo a permanéncia da cor.

Com base no volume encontrado na titulacdo da aliquota retirada do meio
reacional, a concentracdo instantanea de peroxido de hidrogénio presente no meio

sera dada pela expresséao (41):

_A*M*5*34*10° *Fc

H,0, (ppm) 2* \V/

C

(41)
Em que:

C i 0,m = CONCENtracao de perdxido de hidrogénio (mg/L)

A = volume do titulante (mL)

M = molaridade do titulante (mol/L)

Fc = fator de correc¢éo do titulante

V = volume da amostra (mL)
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O fluxograma da quantificacdo da concentracdo residual de peroxido de

hidrogénio esta apresentado na Figura 11.

2mL meio reacional SmL df 5sto4 45mL H,0 destilada
|

Erlenmeyer

de 125mL

l

Titular com sol. de
KMnO, 0,002 mol.L™?
fatorada

Viwnos (ML) _A*M*5*34*10° *Fc
na expressao Hz0: (ppm) 2%V

l

C 202
(mg/L)

Figura 11 — Fluxograma da analise de perdxido de hidrogénio residual
4.4.3. Carbono Organico Total

A andlise da concentracdo de carbono organico total (COT) foi realizada no
Centro de Engenharia de Sistemas Quimicos (CESQ-EPUSP), com o equipamento
TOC-5000A (Shimadzu). Neste equipamento as amostras (V = 7 mL) sé&o
acidificadas (pH = 2,0-3,0), injetadas com alimentador automatico e conduzidas a um
forno de alta temperatura (680C) com catalisador d e platina com atmosfera de O.
Toda matéria organica é oxidada a CO,, que é determinado por um sensor de
infravermelho nao dispersivo (NDIR).

Com base na area do pico do dioxido de carbono detectado, esta era
convertida para concentragcdo de carbono total (TC) com base em uma curva de
calibracdo obtida com padrdes de biftalato de potédssio de concentracdes
conhecidas. No aparelho, parte da amostra € dispersa em solucdo de HzPO, para
determinacdo de carbono inorganico (IC) a partir de uma curva de calibracao
determinada com padrfes de carbonato e bicarbonato de s6dio de concentracdes
conhecidas. A diferenga entre essas medidas fornece como resultado a
concentracdo de carbono total presente no liquido. Na Figura 12 esta mostrado o
equipamento TOC-5000A (Shimadzu).
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Figura 12 — Equipamento TOC 5000A (CESQ-EPUSP).

A Figura 13 apresenta o fluxograma do procedimento de analise para
determinacdo da concentracdo de carbono organico nas amostras do meio

reacional.

7mL de solucéo
acidificada

I

Vial para TOC
de 7mL

!
Colocar no carrossel O equipamento determina
do equipamento »com detector IR a C; e a Cg,

Ccor (ppm)

Figura 13 — Fluxograma da analise para a determinacdo de Carbono Organico Total.
4.4.4. Quantificacdo de fon Ferroso

O meétodo para quantificagcdo da concentracdo de ion ferroso presente em
solucéo foi obtido de APHA, 1999. Método: 3500—Fe: B. Phenanthroline Method.

4.4.4.1. Preparo de Solucdes e Reagente

Solugao padrédo de sulfato ferroso
Dissolver 0,05 g de FeS0O,4.7H,0 em 1000 mL de agua destilada.
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Solucéo tampéao de acetato de amonio
Dissolver 250 g de acetato de amonio em 150 mL de 4gua destilada.
Adicionar 700 mL de acido acético glacial concentrado e avolumar para 1000

mL.

Solucéo de ortofenantrolina
Dissolver 100 mg de 1,10-fenantrolina monohidratada em 100 mL de agua

com agitacdo e aquecimento a 80°C. A solucéo devera ser descartada se escurecer.

4.4.4.2. Andlise de lon Ferroso

Pipetar 1 mL de amostra em um frasco ambar. Adicionar 2,5 mL de solucao
tampdo acetato de aménio mantendo o pH do meio analitico estavel, 5,5 mL de
solucéo de ortofenantrolina, responsavel pela formacao do complexo colorido com o
ion ferroso, e 9 mL de agua destilada. Agitar vigorosamente. Guardar em local
escuro, fazendo a leitura da absorbéncia entre 5 e 10 minutos apdés a adicdo da
ortofenantrolina em 510 nm, contra branco de reagentes. A Figura 14 mostra a

formacao do complexo entre a ortofenantrolina e o ion ferroso.

2+
Fe

Figura 14 — Formacéao do complexo Ferroina (Fez+-ortofenantfolina)
Preparo dos padrbes
Em frascos ambar, adicionar os volumes de solucédo padrao e agua de acordo
com a Tabela 6, adicionando a cada frasco 2,5 mL de solucdo tampao acetato de
amonio e 5,5 mL de solucéo de ortofenantrolina. Agitar vigorosamente. Guardar em
local escuro, fazendo a leitura da absorbancia entre 5 e 10 minutos apos a adi¢ao da

ortofenantrolina em 510 nm.
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Tabela 6 — Solugbes padrao de ion ferroso

Volume solucédo padrao

Cre™ (Mmg/L) Volume de agua (mL)

(mL)
0,5 1,25 8,75
1,0 2,5 7,5
2,0 5 5
3,0 7,5 2,5
4,0 10 0

O fluxograma da andlise da concentracdo de ions ferrosos em solucdo é

apresentada na Figura 15.

1mL de meio 2,5mL de tampéo 9mL de 4gua
reacional NH,C,H;0, 5,5mLde C5HgN, destilada
e ———
» Frasco ambar 25mL
Agitar

y
Armazenar em local escuro
por 5 minutos

Transferir para cubeta

)

Efetuar a leitura em Aplicar a absorbancia C

espectrofotometro UV-Vis da amostra na curva (ngFe/T_))
em A =510nm de calibracéo 9

Figura 15 — Fluxograma da analise da concentracao de ion ferroso em solucgéo.

A 4
A 4

4.4.5. Determinacéo de Doxiciclina por CLAE — Detec  tor UV

Os resultados analiticos de concentracédo de cloridrato de doxiciclina obtidos
por espectrofotometria foram comparados aos obtidos por CLAE-UV, Shimadzu —
modelo UFLC, acoplado a um detector de UV Shimadzu — modelo SPD-20A UFLC
UV-VIS Detector, instalado no CESQ-EPUSP.

4.4.5.1. Condi¢cGes Analiticas

Todas as analises foram feitas em temperatura de coluna de 40°C em
condicOes isocraticas. A fase movel consistia de uma mistura contendo 25% de

acetronila e 75% solucédo tampéao acetato 30 uM, pH = 4,5. A vazéo da fase mével



57

era de 0,400 mL/min e o volume das inje¢Oes era de 10 pL. A coluna utilizada era da
Shimadzu — Shim-pack XR-ODS (2,0 mm i.d. x 50 mm). O comprimento de onda
utilizado pelo detector UV para a analise de cloridrato de doxiciclina foi 350 nm e o

tempo de corrida 15 minutos.

4.4.5.2. Preparo das Curvas de Calibracao

Foram preparadas solugbes padrao com concentragdes de 0, 10, 20, 40, 60,
80 e 100 mg/L a partir da solugdo-mae de 100 mg/L, convenientemente diluidos em
baldo volumétrico de 10 mL com &agua destilada. Cada padrao foi analisado por
CLAE e os valores das éareas maximas foram tracados em funcdo das

concentracdes dos padrdes.

4.4.5.3. Preparo das Amostras

As condicdes do meio reacional (V = 200 mL) foram Cre?* = 25 mg/L e Croz =
611 mg/L e T = 35°C. As amostras foram coletadas nos instantes 30, 60, 90, 120,
300 segundos. Em cada amostragem, retirava-se uma aliquota de 2 mL do meio
reacional e adicionava-se 30 pL de NaOH 0,1M para precipitacdo do ion Fe** e
neutralizacdo do residuo de H,O,, que continha cerca de 9 mg/L de perdxido. Esta
solucgéo era filtrada em filtro 45 um e o pH do filtrado corrigido com 20 pL H,SO,4 1:5
(pH~1,5).

4.4.6. Determinacédo de Doxiciclina com CLAE - Espec  trdmetro de Massa

Os ensaios para a determinacao dos produtos de degradacédo obtidos através
da condicdo experimental encontrada foram realizados no equipamento LC
Shimadzu — modelo Prominence UFLC, acoplado a um detector de Massa Shimadzu
— modelo LCMS-IT-TOF instalado no CESQ-EPUSP.

4.4.6.1. CondicOes Analiticas

Todas as analises foram feitas em temperatura de coluna de 40°C em
condicdes isocraticas. A fase mével consistiu de uma mistura contendo 50% metanol

e 50% solucdo aquosa acido aceético 0,1% v/v. A vazdo da fase movel era de 0,2
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mL/min e o volume das amostras injetadas era de 1 yL. A coluna utilizada era da
Shimadzu — Shim-pack XR-ODS (2,0 x 50 mm, 2 ym) e o tempo de corrida era de 5

minutos.

4.4.6.2. Preparo das Amostras

As condi¢es do meio reacional (V = 200 mL) foram Cge>" = 25 mg/L e Chzoz = 611
mg/L e T = 35°C. As amostras foram coletadas nos instantes 30, 60, 90, 120, 300
segundos e 10 min. Em cada amostragem, retirava-se uma aliquota de 2 mL do
meio reacional e adicionava-se 30 pL de NaOH 0,1M para precipitacdo do ion Fe** e
neutralizacéo do residuo de H,O,, que continha cerca de 9 mg/L de peroxido. Esta
solucgéo era filtrada em filtro 45 um e o pH do filtrado corrigido com 20 pL H,SO,4 1:5
(pH~1,5).

4.5. Ensaios de Toxicidade

Os ensaios de toxicidade foram realizados em trabalho conjunto com o Prof.
Dr. Marco Antonio Stephano no Laboratério de Imunobiolégicos e Biofarmacos da

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — USP.

4.5.1. Preparo da Solucdo Estoque de Cloridrato de Doxiciclina, Branco
Reacional e Amostra

Solucéo de cloridrato de doxiciclina 2000 pg/mL — pesa-se 0,1 g de cloridrato
de doxiciclina e dilui com agua destilada em baldo volumétrico de 50 mL.

O branco reacional é preparado com 9 mg/L de H,O, e 25 mg/L de Fe** em
200 mL de meio aquoso. Retira-se uma aliquota de 20 mL e adiciona-se a esta
NaOH 0,1M até pH 13 para precipitacéo do ion Fe*" e neutralizacdo do residuo de
H.O, (-9 mg/L). Esta solucao é filtrada em filtro 45um e o filtrado corrigido o pH para
7,0 com HySO4 1:5 (Viv).

A amostra de tratamento é preparada através da montagem do meio reacional
contendo 200 mL de solugédo 100 mg/L de cloridrato de doxiciclina, 25 mg/L de Fe®*
e 611 mg/L de H,O, em béquer protegido da luz e temperatura interna do meio
reacional em 35°C. Apo6s 240 minutos de reacao, retira-se uma aliquota de 20 mL do
meio reacional e adiciona-se a esta NaOH 0,1M até pH 13 para precipitacdo do ion
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Fe®" e neutralizacdo do residuo de H,O, (~9 mg/L). Esta solucéo é filtrada em filtro
45 pm e o filtrado corrigido o pH para 7,0 com H,SO4 1:5 (v/v).
Todas as solucdes utilizadas foram esterilizadas por filtragdo (filtro 0,22 pm),

em capela de fluxo unidirecional, anterior ao uso das mesmas nos testes.
4.5.2. Teste de Concentracéo Inibitéria Minima (CIM )

O teste foi feito de acordo com o protocolo para determinagéo de CIM (MIC,
em inglés) em microplaca, contido no M07-A8 do National Committee for Clinical
Laboratory Standards. A cepa sensivel a doxiciclina utilizada foi Escherichi coli
ATCC 25922. As placas de Petri descartdveis com meio de cultura sélido LB agar
(Luria Bertani agar, Difco) e o meio liquido LB (Luria Bertani, Difco) foram
preparados de acordo com o fabricante, em agua deionizada, seguida de
esterilizacdo em autoclave e teste de esterilidade antes do uso (auséncia de

turvagcdo apds incubacéo por 24 h/37T).

4.5.2.1. Preparo de Solucdes e Reagente

- Preparo da solugéo de antibidtico — A solugéo antibiético estoque (1 mg/mL)
foi preparada em agua purificada tipo |, esterilizada por filtracéo filtro 0,22 um) e
utilizada apos o preparo.

- Preparacéo da solucdo padrédo de turbidez — Para padronizar a densidade
do inoculo foi utilizado padrédo de turbidez de BaSO,, equivalente a uma solucéo
padrdo 0,5 de McFarland (~ 1 a 2 x10®° UFC/mL). O padrdo foi feito com uma
aliquota de 0,5mL de BaCl, 0.048 mol/L em 99,5 mL de H,SO, 0,18 moliL,
homogeneizando constantemente para manter a suspensdo. A densidade deste
padrao foi verificada em espectrofotdmetro (625 nm) em cubeta de 1 cm de caminho
Otico. Para que a solucdo padrdo seja vélida, o valor da absorbancia deve ser de

0,08 a 0,10, mantendo-se constante até o dia da analise.

4.5.2.2. Preparacao do Inéculo e Suspensao Direta

Inicialmente, uma alcada do micro-organismo foi inoculada em placa de Petri
com meio LB agar (18-24 h / 37° C). Dessa placa foram selecionadas colénias
isoladas e ressuspensas em 5 mL de solucdo salina estérii (NaCl 0.9%
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peso/volume). A turbidez foi medida (espectrofotdmetro - 625 nm) a cada colénia
adicionada, sendo a adi¢do interrompida quando o valor da densidade o6tica da

suspensao bacteriana atingiu o valor da solucéo padréao de turbidez.

4.5.2.3. Teste de Susceptibilidade ao Antibiotico

A susceptibilidade ao antimicrobiano foi determinada pelo ensaio de
microdiluicdo. Para as diluicdes de antibiotico, a solu¢do estoque foi diluida para o
dobro da concentracdo desejada na primeira coluna da microplaca de 96 pocos.
Prosseguiu-se a diluicdo seriada (100 pL por pogco) em meio de cultura LB da
primeira a décima coluna, sendo a 112 o controle de crescimento e a 122 o controle

de esterilidade do meio (Figura 16).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Doxiciclina 25 12,5 6,3 3,2 1,6 0,8 0,4 0,2 0,1 0,01 0 0
HCI pg/ml ug/ml pg/ml ug/ml pg/ml ug/ml ug/ml pg/ml pg/ml ug/ml
Doxiciclina 25 12,5 6,3 3,2 1,6 0,8 0,4 0,2 0,1 0,01 0 0
HCI pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml
Doxiciclina 25 12,5 6,3 3,2 1,6 0,8 0,4 0,2 0,1 0,01 0 0
HCI pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml
Tratamento 25% | 12,5% | 6,3% 3,2% 1,6% 0.8% 0.4% 0.2% 0,1% | 0,05% 0 0
Tratamento 25% | 12,5% | 6,3% 3,2% 1,6% 0.8% 0.4% 0.2% 0,1% | 0,05% 0 0
Tratamento 25% 12,5% 6,3% 3,2% 1,6% 0.8% 0.4% 0.2% 0,1% | 0,05% 0 0
Branco do 25% 12,5% 6,3% 3,2% 1,6% 0.8% 0.4% 0.2% 0,1% | 0,05% 0 0
tratamento

Figura 16 — Esquema de montagem da placa de CIM.

A suspenséo celular com densidade corrigida para 0.5 McFarland foi diluida
em meio de cultura (10° UFC/mL) e colocada 100 pL em cada poco. Em paralelo, foi
conferida a pureza do inoculo incubando uma aliquota da bactéria em &gar junto
com o teste.

Todas as diluicbes do antibiotico, tratamento e branco do tratamento foram
feitas utilizando-se meio de cultura LB.

O teste foi entdo incubado em 37TC/24h e analisado visualmente. A

concentracéo do ultimo poco que nao turvou foi considerada a CIM.
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4.5.3. Teste de Citotoxicidade
4.5.3.1. Cultura Celular

A cepa murina utilizada para controle de citotoxicidade foi a L929, ATCC CCL-
1, cultivada em meio Dubecco’s Modified Eagle Medium, low glucose (DMEM)
contendo 10% de Soro Fetal Bovino (SFB). A incubacdo em garrafas descartaveis
de cultura (25 cm® ou 75 cm®) foi realizada em estufa (5% CO, / 37°C), sendo o

repique feito a cada 48h.

4.5.3.2. Viabilidade Celular por MTT

O teste de citotoxicidade foi baseado na ISO 10993-5:2009 - Anexo C
(International Organization for Standardization, 2009), sendo determinado pelo
ensaio de MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide). O MTT
indica a presenca de mitocondrias ativas e, consequentemente, de viabilidade
celular.

Para realizacdo do teste, o cultivo celular foi mantido até o segundo repique.
Em seguida, o meio de cultura foi descartado e as células aderentes foram tratadas
com solucao de tripsina 0,5% / EDTA 0,2% (Sigma) por 15 min/37°C, descolando o
tapete celular. A suspensao celular obtida foi acrescida de DMEM+10%SFB para
neutralizacdo da pepsina. As células viaveis foram contadas através de camara de
neubauer, em microscopio, apds coloracdo com azul de tripano (Tripan Blue 0,4%,
Sigma). A concentracdo celular foi entdo ajustada com meio DMEM (10° células/mL)
e distribuidas em microplacas de 96 pocos para o teste (100 pL/poco). Apos
incubacdo das microplacas para aderéncia celular (5% CO,/37°C/24h), foi retirado o
meio de cultura e adicionado 100 pL por poc¢o dos tratamentos e controles: somente
meio de cultura — 100% de viabilidade, etanol 20% - 0% viabilidade, meio de
tratamento do antibiotico e agua nas proporcdes das amostras teste. As placas com
os tratamentos foram novamente incubadas (5%CO,/37°C/24h) para posterior
verificagé@o de viabilidade celular.

Apébs o tratamento descrito, 0 meio de cultura dos pocos foi descartado e a
solucdo de MTT (1 mg/mL em agua purificada tipo 1) foi adicionada em cada poco,
seguida de nova incubacéo (37°C/2h). Em seguida, a solu¢cdo de MTT foi descartada

e 100uL de isopropanol foram adicionados em cada poco para dissolver os cristais
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formados nas mitocondrias. A absorbancia foi lida em espectrofotbmetro a 570 nm.
A viabilidade celular relativa dos tratamentos foi quantificada em porcentagem de
absorbancia, sendo o controle de crescimento com meio de cultura considerado
como 100%.
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5. Resultados e Discussoes

5.1. Validacdo do Método Espectrofotométrico para D  eterminacdo da
Concentracédo Residual Final de Cloridrato de Doxici  clina

O método mais simples encontrado na literatura para a determinacdo
espectrofotométrica de doxiciclina foi o proposto por Stankov e Veselinovic (1988). O
método espectrofotométrico é um método indireto para determinacdo da
concentracdo de doxiciclina e, portanto, necessita de uma curva de calibracéo obtida
a partir da determinacdo da absorbancia de solugbes contendo quantidades
conhecidas do antibidtico, em um comprimento de onda para o qual a absorbancia
da amostra seja maxima. Uma curva de calibracéo tipica estd mostrada na Tabela A
do Apéndice A.

De acordo com a Resolucdo 899/03 da ANVISA (Brasil, 2003), o objetivo de
uma validacdo € demonstrar que o método € apropriado para a finalidade
pretendida, ou seja, a determinacao qualitativa, semiquantitativa e/ou quantitativa de
farmacos e outras substancias. Segundo esta resolucado, os testes realizados neste
trabalho para a quantificacdo da concentracdo de cloridrato de doxiciclina estéao
submetidos a Categoria Il da classificacao de testes, apresentado na Tabela 7.

Tabela 7 - Classificagao dos testes, segundo sua finalidade.

Categoria Finalidade do teste

I Testes quantitativos para a determinacéo do principio ativo
em produtos farmacéuticos ou matérias primas.

I Testes quantitativos ou ensaio limite para a determinacéo
de impurezas e produtos de degradacdo em produtos
farmacéuticos e matérias-primas.

[l Testes de desempenho (por exemplo: dissolugéo, liberacéo
do ativo).

\Y Testes de identificacao.

Fonte: BRASIL (2003)

Para garantir a qualidade dos resultados oferecidos a Categoria Il da
resolucdo estabelece que devem ser avaliados os parametros de especificidade;

linearidade; preciséo (repetibilidade), limite de quantificacédo; exatidao e robustez.
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Especificidade

A especificidade é a capacidade que o método possui de medir exatamente
um composto em presencga de outros componentes tais como impurezas, produtos
de degradacdo e componentes da matriz (BRASIL, 2003).

De acordo com Brasil (2003), para a analise quantitativa e analise de
impurezas na auséncia de padrdo do produto de degradacdo disponivel, pode-se
comparar os resultados do teste das amostras contendo impurezas ou produtos de
degradacéo com os resultados de um segundo procedimento bem caracterizado (por
ex. método descrito pelas Farmacopéias), incluindo amostras armazenadas sob
condicdes de estresse (por ex. luz, calor, umidade, hidrélise &cida/basica, oxidacéo).

A fim de verificar a especificidade do método espectrofotométrico empregado,
as amostras da curva de calibracdo e amostras retiradas do meio reacional
(submetidas ao processo oxidativo de Fenton), foram submetidas a analise por
CLAE-UV de acordo com metodologia proposta por ANVISA (2010), comparando-se
os resultados obtidos pelas duas técnicas analiticas.

A Figura 17 mostra os cromatogramas obtidos e a Figura 18 mostra um alto
coeficiente de correlacdo entre as areas dos picos e a concentragdo de doxiciclina.
Os dados de onde foram extraidas as &reas relativas para cada ponto da curva
estdo apresentados no Apéndice B e na Tabela B do Apéndice A.

Observa-se ainda na Figura 17 uma alta especificidade do método analitico
por CLAE-UV.

Foi realizado um ensaio (T= 35°C, Cge”" = 25 mg/L, Chzo2 = 611 mg/L) para se
determinar a concentragao de doxiciclina por CLAE-UV nos instantes iniciais da
reacao e os resultados estdo mostrados na Tabela 8 e em nos gréaficos obtidos pelo
aparelho de CLAE apresentados na subdivisdo Amostras  no Apéndice B, onde
também estdo mostrados o0s resultados de concentracdo de doxiciclina
determinados por espectrofotometria. Na Tabela 8 os resultados da analise
espectrofotométrica sdo a média de 2 ensaios, enquanto os resultados da analise
por CLAE sao para um unico ensaio. Estes resultados mostram que os valores de
concentragdo obtidos por espectrofotometria sdo em média 25 vezes maiores do
gue os obtidos por CLAE-UV. Acredita-se que pelo método espectrofotométrico sédo
determinadas estruturas moleculares de produtos de degradacéo da doxiciclina que
mantém o grupo funcional que se liga ao ion molibdato, responsavel pela

quantificacdo da doxiciclina pelo método espectrofotométrico. Embora estes
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produtos de degradagdo nao sejam, a rigor, a doxiciclina original, elas sao

responsaveis pela falsa determinacéo de doxiciclina.
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Figura 17 — Gréfico da curva de calibragao obtida por CLAE-UV (350 nm), — O mg/L;
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Tabela 8 — Comparacéo entre as concentracdes de cloridrato de doxiciclina obtidas por
espectrofotometria e por CLAE-UV (T= 35°C, Cee’' =25 mg/L, Cypox = 611 mg/L).

Tempo de Espectrofotémc(:etro fren d CI__AE-UV .

reacdo (s)  Abs (390nm) ( rl%ogxn/.t():l r?SSO?] rp::)co ( rl%ogx;t():l
30 0,067 25,1 8.953,000 0,895
60 0,043 15,9 6.182,000 0,618
90 0,040 14,9 6.610,000 0,661
120 0,034 12,4 5.875,000 0,588
300 0,038 14,0 5.424,000 0,542

Limite de Deteccao e Quantificacao

7z

O limite de deteccdo € a menor quantidade do analito presente em uma

amostra e que pode ser detectado, porém ndo necessariamente quantificado, sob as

condicbes experimentais estabelecidas (BRASIL, 2003).

O limite de quantificacdo € a menor quantidade do analito em uma amostra e

que pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitdveis sob as condi¢cdes
experimentais estabelecidas (BRASIL, 2003).

Foram determinados os limites de deteccdo e de quantificacdo, através da

realizacdo em triplicata da curva de calibracdo de cloridrato de doxiciclina com
concentracbes de O, 0,2, 0,5, 1,0, 2,0, 4,0, 6,0, 8,0, 10,0, 20,0, 40,0, 60,0, 80,0 e

100,0 mg/L pelo método espectrofotométrico e os resultados estdo mostrados na

Tabela 9.

Tabela 9 — Limite de quantificacéo e de deteccdo de cloridrato de doxiciclina.

Cboxi.HCl Absl Abs2 Abs3 Média Desvio Intervalo de
(mg/L) (390nm) (390nm) (390nm) Padrao confianca
0,0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 -
0,2 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 -
0,5 0,000 0,000 0,001 0,000 0,001 6,533E-04
1,0 0,002 0,003 0,003 0,003 0,001 6,533E-04
2,0 0,006 0,008 0,009 0,008 0,002 1,729E-03
4,0 0,010 0,013 0,011 0,011 0,002 1,729E-03
6,0 0,020 0,021 0,018 0,020 0,002 1,729E-03
8,0 0,025 0,025 0,023 0,024 0,001 1,307E-03
10,0 0,028 0,030 0,030 0,029 0,001 1,307E-03
20,0 0,056 0,054 0,055 0,055 0,001 1,132E-03
40,0 0,121 0,126 0,119 0,122 0,004 4,080E-03
60,0 0,183 0,180 0,179 0,181 0,002 2,356E-03
80,0 0,245 0,249 0,250 0,248 0,003 2,994E-03
100,0 0,303 0,304 0,304 0,304 0,001 6,533E-04
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O limite de quantificagéo foi estabelecido como sendo de 1,00 mg/L, pois
nesta concentragcdo a absorbancia obtida foi de 0,003 + 0,001 (erro na leitura do
aparelno Femto-600S). Abaixo desta concentracdo as leituras permaneceram
similares as leituras obtidas para a amostra em branco. Como relatado em Brasil
(2003), o limite de deteccdo nao necessita ser quantificado, sendo apenas
detectado. A concentracdo de 0,50 mg/L de cloridrato de doxiciclina apresentou
absorbéancia de 0,001 com comprimento de onda igual a 390 nm, sendo esta
concentracdo do farmaco considerada o limite de deteccdo do método apesar da
incerteza do resultado poder estar dentro da faixa de erro analitico atribuido ao

espectrofotometro Femto 600-S.

Linearidade

A linearidade € a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar
que os resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito
na amostra, dentro de um intervalo especificado (BRASIL, 2003). Para que o método
possa ser considerado linear esta resolucdo propde que as analises sejam
determinadas no minimo com 5 concentracdes diferentes do analito e que o critério
minimo aceitavel do coeficiente de correlacéo deve ser igual a 0,99.

Para a verificacdo da linearidade do método obteve-se o grafico da Figura 19,
a partir dos dados apresentados na Tabela 9, onde de acordo com o coeficiente de
correlacdo da reta é igual a 0,995 e através a analise da barra de erros expressa, 0

resultado possui pouca variacao.
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Figura 19 — Determinacao do limite de quantificacao e de deteccéo da concentracdo de cloridrato de
doxiciclina através da barras de erro para cada concentracdo do farmaco em solucéo.

Precisédo (Repetibilidade)

A repetibilidade € a concordancia entre os resultados dentro de um curto
periodo de tempo com 0 mesmo analista e mesma instrumentacéo. A repetibilidade
do método € verificada por, no minimo, nove determinacdes, contemplando o
intervalo linear do método, ou seja, trés concentracdes (baixa, média e alta), com
trés réplicas cada ou minimo de seis determinacdes a 100% da concentracdo do
teste (BRASIL, 2003).

O ensaio de repetibilidade do método espectrofotométrico utilizando-se os
dados obtidos na Tabela 9 e representados pelas barras de erros da Figura 19 para
a determinacdo da concentracao de cloridrato de doxiciclina atribuem ao método boa
repetibiliade devido ao fato de apresentar variacdo maxima de leitura de + 4,080*107
(unidades de absorbancia), garantindo a confianga dos resultados obtidos pelo

método.

Exatidao

A exatiddo de um método analitico € a proximidade dos resultados obtidos
pelo método em estudo em relacéo ao valor verdadeiro (BRASIL, 2003).

De acordo com Brasil (2003), no caso da indisponibilidade de amostras de
certas impurezas e/ou produtos de degradacdo, se aceita a comparagdao dos
resultados obtidos com um segundo método bem caracterizado (metodologia
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farmacopéica ou outro procedimento analitico validado). A exatiddo € calculada
como porcentagem de recuperacao da quantidade conhecida do analito adicionado
a amostra, ou como a diferenca porcentual entre as médias e o valor verdadeiro
aceito, acrescida dos intervalos de confianca.

A exatiddo do método deve ser determinada a partir de, no minimo, nove
determinacdes contemplando o intervalo linear do procedimento, ou seja, trés
concentracfes (baixa, média e alta) com trés réplicas cada. A exatidao é expressa
pela relacdo entre a concentracdo meédia determinada experimentalmente e a

concentracédo teorica correspondente (eq. (42)) (BRASIL, 2003):

Concentragomédiaexperimerl
ConcentragoTeorica

(42)

Exatidao= *100

A exatiddo do método espectrofotométrico para cada faixa de determinacao
da concentracdo de cloridrato de doxiciclina nas solucbes em estudo esta

apresentada na Tabela 10.

Tabela 10 — Exatiddo do método espectrofotométrico para determinacéo de concentracéo de
cloridrato de doxiciclina em solucéo.

CDoxi.HCI.Te(’)rica CDoxi.HCI.ExperimentaI (mgll—) Média Exatidao
(mg/L) 12 22 32 (%)
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 -
1,000 0,658 0,980 0,984 0,875 87,4
4,000 3,291 4,249 3,610 3,717 92,9
6,000 6,583 6,865 5,908 6,452 107,5
8,000 8,229 8,172 7,549 7,984 99,7
10,000 9,216 9,807 9,847 9,624 96,2
20,000 18,432 17,653 18,054 18,047 90,2
40,000 39,828 41,190 39,062 40,027 100,21
60,000 60,236 58,843 58,758 59,280 98,7
80,000 80,644 81,401 82,065 81,370 101,7
100,000 99,735 99,381 99,791 99,636 99,6

O método apresentou-se com pouca exatiddo na quantificacdo da solucdo
contendo apenas cloridrato de doxiciclina em meio aquoso, pois a variacdo dos
resultados ficou em * 4% para concentragbes (10 - 100 mg/L), aumentando este
desvio para 13% na faixa de baixa concentracdo (1 — 10 mg/L). O limite de

quantificacdo apresentou resultados de 1,000 + 0,13 mg/L do farmaco.
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Robustez

A robustez de um método analitico € a medida de sua capacidade em resistir
a pequenas e deliberadas variacdes dos parametros analiticos. Indica sua confianca
durante o uso normal. Durante o desenvolvimento da metodologia, deve-se
considerar a avaliagcdo da robustez. Constatando-se a susceptibilidade do método a
variagfes nas condi¢bes analiticas, estas deverdo ser controladas e precaucdes
devem ser incluidas no procedimento (BRASIL, 2003).

De acordo com Brasil (2003), a robustez de um método espectrofotométrico
deve ser avaliada através da sensibilidade a variagbes de temperatura, pH e
diferentes fabricantes do solvente a que as amostras serdo submetidas durante os
testes de rotina.

Para a verificacao da robustez do método para determinacdo da concentracao
de cloridrato de doxiciclina e a estabilidade do farmaco em solucdo, esta foi
submetida a diferentes temperaturas (20, 30, 40, 50, 60 e 70°C) e amostrada a cada
hora. O grafico que representa este ensaio esta apresentado na Figura 20 e nas
Tabelas C a H do Apéndice A.

Como pode ser observado no grafico da Figura 20, a temperatura do meio
ndo influenciou a analise do farmaco e sua estabilidade no intervalo de tempo
estudado, pois os resultados estdo dentro da faixa de exatiddo do método para alta
concentracéo de cloridrato de doxiciclina que € de 4%.

A interferéncia do pH da amostra, ndo foi avaliada, devido a faixa de pH
avaliada neste estudo (pH = 1,0 — 4,0) ser corrigida pela incorporagéo da solucdo
inibidora do sistema foto Fenton e H,SO, 1:5 a amostra e posterior ajuste fino do pH

para 5,0 com a solucdo tamp&o acetato que constitui 0 método.
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Figura 20 — Concentracao de cloridrato de doxiciclina residual em funcdo da temperatura (Cpoxirci =
100 mg/L), A 20°C; o 30°C; + 40°C; o 50°C; ¢ 60°C; x 70°C.

5.2. Influéncia da Temperatura sobre a Oxidacdo do  Cloridrato de Doxiciclina e
do Peréxido de Hidrogénio sem Adicéo de ions Fe ' e com Incidéncia de
Luz.

Foram realizados 5 ensaios, sendo cada ensaio subdividido em Meio 1
(cloridrato de doxiciclina + H,O,), Meio 2 (apenas H,0O,) e Meio 3 (apenas solucao
de cloridrato de doxiciclina), para a verificacdo da cinética de oxidacao do cloridrato
de doxiciclina com perdxido de hidrogénio. O Meio 1 € o qual nds temos interesse,
engquanto o Meio 2 e o Meio 3 servem para verificar se houve reagdes espontaneas
de decomposicao de peréxido de hidrogénio ou de cloridrato de doxiciclina, as quais
seriam as responsaveis por taxas de decomposicdo maiores das duas substancias
no Meio 1.

As temperaturas testada foram 20, 30, 40, 50, 60 e 70C, sendo mantidas
constantes a concentragdo inicial de farmaco (100 mg/L) e de peréxido de
hidrogénio no meio (10.000 mg/L). A concentracdo de 10.000 mg/L de peroxido de
hidrogénio foi escolhida aleatoriamente para avaliar a degradacdo do farmaco em
um meio contendo alta concentracdo de perdxido. Todos os meios foram mantidos
com exposi¢ao a luz natural.

Os resultados para a verificagdo da influéncia da temperatura estao

mostrados nas Figuras 21 a 23 e nas Tabelas C a H do Apéndice A.
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Figura 21 — Concentracao de peroxido de hidrogénio em funcdo da temperatura (Chso, = 10.000
mg/L), A 20°C; o 30°C; + 40°C; o 50°C; ¢ 60°C; x 70°C.

120
100 &
=80
=) A
S
5 60
I
8 o A
S a0 | A A
40 % é A A A A
X
20 | X % § § 8 o e
X O
x #® x N
0 T T T T T T T T T
0 1 2 34 s 7 8 9 10

Figura 22 — Concentracdo de cloridrato de doxiciclina residual em funcao da temperatura (CpoyiHcl =
100 mg/L, Cho02 = 10.000 mg/L), A 20°C; o 30°C; + 40°C; o 50°C; ¢ 60°C; x 70°C.
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Figura 23 — Concentracao de peroxido de hidrogénio em funcéo da temperatura Cpoyner = 100 mg/L,
Ch202 = 10.000 mg/L), A 20°C; o 30°C; + 40°C; o 50°C; ¢ 60°C; x 70°C.

Os resultados mostrados nas Figuras 20 e 21 indicam que a degradacao de
cloridrato de doxiciclina e peroxido de hidrogénio nas diversas temperaturas foi
desprezivel, sendo observado apds a primeira hora do inicio do ensaio um
decréscimo de aproximadamente 8% da concentracdo inicial do cloridrato de
doxiciclina mantendo-se estavel durante as oito horas seguintes. As variacdes
presentes na determinacdo do peroxido de hidrogénio devem-se a oscilagbes
encontradas na precisdo do metodo titulométrico com KMnO,4 que é de 0,2 mL (1
gota) de solucéo titulante em cada ponto.

Ao serem analisados os resultados encontrados para a concentracado de
cloridrato de doxiciclina residual nos meios reacionais contendo peroxido de
hidrogénio e sem ion ferroso, apresentados na Figura 22, observa-se forte influéncia
da temperatura na faixa entre 20 e 30°C. Para as temperaturas acima de 30°C, a
influéncia diminui principalmente na velocidade inicial de degradacao. Através deste
estudo, € possivel afirmar que a influéncia da temperatura, entre 30 e 70°C, na
cinética de degradacéo do farmaco é pequena.

Normalmente o aumento da temperatura afeta positivamente o processo
Fenton, uma vez que a energia cinética aumenta e consequentemente, a velocidade
da reacdo aumenta (Homem, 2011).

O comportamento observado para a degradacdo do farmaco em reator aberto

e exposto a iluminacdo natural pode ser explicado pela decomposicdo da molécula
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de peroxido de hidrogénio apresentado pela equacgao (43) (Bossmann et al., 1998;
Souza, 2004; Pignatello et al., 2006). Como o0 meio estd com excesso de H,O,, o
radical hidroxila reage com este, como apresentado na equacao (44), originando o
radical hidroperoxido, que possui potencial de oxidacdo menor que o radical
hidroxila, mas proporciona a continuidade do processo oxidativo. Devido ao excesso
de perdxido de hidrogénio presente no meio, os radicais hidroperéxido podem reagir
com o H,O, como proposto pela equagéao (45) (Souza, 2004; Pignatello et al., 2006),
mas como a constante de reacdo é extremamente baixa, esta reacdo tem pouca
influéncia no processo. Outra reagao que ocorre com os radicais hidroxila presentes
no meio € a de formacdo do peroxido de hidrogénio através da equacgéo (46), que
tem a maior constante de taxa e competira pelo radical hidroxila com a molécula do

farmaco, equacéao (2).

H,0, +hu — 20H Kag = 6*10"M™".s™ (43)
OH’ +H,0, - H,0 +HO; Ki=(27-3310'M%st  (44)
HO; +H,0, - H,0+0, +OH" Kas =3 M™.s™ (45)
20H" - H,0, Kag = 4,2¥10°M™.s (46)

A constante de homdélise da molécula de peréxido de hidrogénio (eq. 43) é
muita baixa em relacdo as outras constantes de taxas, o que explica a alta

concentracdo residual de perdxido no meio.

5.3. Degradacéo do Cloridrato de Doxiciclina por Pe  réxido de Hidrogénio com
e sem Adicdo de fons Fe *, com e sem Incidéncia de Luz Natural.

Foram realizados 8 ensaios para se verificar a influéncia da luz natural e do
fon Fe?* na degradacdo individual do cloridrato de doxiciclina (100 mg/L) e do
peréxido de hidrogénio. A concentracdo inicial de peréxido de hidrogénio foi
estabelecida em 500 mg/L para os meios contendo fon Fe?* e 10.000 mg/L para 0s
meios em que n&o ha adicdo de ion Fe**. O pH dos meios mantiveram-se entre 3,0 e
3,5 mesmo sem haver controle. Os resultados de concentracéo de farmaco residual
estdo mostrados na Figura 24 e, e os resultados de peroxido de hidrogénio estdo
mostrados na Figura 25 e 26. Os dados estdo apresentados nas Tabelas | e J do
Apéndice A.
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Figura 24 — Concentragédo de cloridrato de doxiciclina residual em fungdo do tempo, A Exposto a luz
natural (processo Foto-Fenton), com Fe®": o Protegido da luz natural, com Fe’; o Exposto a luz
natural, sem Fe"; + Protegido da luz natural, sem Fe®".
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Figura 25 — Concentracao de peroxido de hidrogénio em funcéo do tempo sem ion ferroso, A Exposto
a luz natural (processo Foto-Fenton); O Protegido da luz natural.
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Figura 26 — Concentracao de peroxido de hidrogénio em funcéo do tempo com ion ferroso, A Exposto
a luz natural (processo Foto-Fenton); o Protegido da luz natural.

Os resultados de concentracdo de cloridrato de doxiciclina residual das
Figuras 25 e 26 mostram que ha influéncia da luz natural sobre o meio, que estimula
0 aumento significativo na oxidacdo do farmaco, tanto para os meios contendo ions
Fe? quanto nos que ndo possuem. Isto ocorre devido & maior concentracdo de
peréxido de hidrogénio (nos ensaios sem adicdo de Fe?" a concentracdo de per6xido
de hidrogénio era de 10.000 mg/L, enquanto nos ensaios com adicdo de Fe?* era de
500 mg/L). A adicdo do fon Fe®" catalisa o processo de oxidacdo, que é
potencializado na presenca da luz natural. Mas, como o laboratério ndo dispde de
espectroradiometro para medir a intensidade de radiagdo e o comprimento de onda
da luz incidente, optou-se por realizar apenas ensaios de Fenton, apesar da
eficiéncia de oxidacao e velocidade ser menor.

Ao final dos ensaios pelo processo Fenton a concentracdo de cloridrato de
doxiciclina residual variou entre 12 e 22 mg/L.

Observou-se que a influéncia da luz na auséncia de ions Fe®" sobre a
concentracdo de peroxido de hidrogénio € desprezivel, da ordem de 2 a 7%. A
influéncia do fon Fe*" foi significativa nos meios em que foram adicionados,

causando queda acentuada na concentracdo, da ordem de 90%.
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5.4. Degradacéo do Cloridrato de Doxiciclina por Pe  roxido de Hidrogénio em
Diferentes Concentragdes, com Adicdo de ions Fe %", sem Incidéncia de
Luz.

Foram realizados 8 ensaios para se verificar a influéncia da concentracao
inicial de peréxido sobre as concentragdes residuais de cloridrato de doxiciclina e de
peroxido de hidrogénio. Os resultados estdo mostrados na Figura 27 e na Tabela K
do Apéndice A. A concentracdo de 70 mg/L de ions ferrosos foi escolhida através

dos dados selecionados nas referéncias apresentadas na Tabela 4.
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Figura 27 — Concentracao de cloridrato de doxiciclina residual em meios contendo diferentes
concentragdes iniciais de H,0,, A 50 mg/L; o 100 mg/L; + 250 mg/L; o 375 mg/L; ¢ 500 mg/L; x 625
mg/L; ¢ 750 mg/L; — 5000 mg/L, (Cpoxi.xct = 100 mg/L, Crelt=70 mg/L e T = 20°C).

A concentracdo residual final de cloridrato de doxiciclina exibiu um minimo
para a concentracdo de peréxido de 625 mg/L. A reducdo na eficiéncia de
degradacdo do farmaco também foi observada por Vlyssides et al. (2010), que
atribuem este fendbmeno a reacao do radical hidroxila com moléculas de peroxido de
hidrogénio em excesso, originando radical hidroperoxil que reage com o radical

hidroxila, formando agua e oxigénio molecular, egs. (3) e (14).

5.5. Degradacao do Cloridrato de Doxiciclina por Pe _roxido de Hidrogénio, com
Adic&o de Diferentes Concentracdes de fon Fe  ?*, sem Incidéncia de Luz.

Foram realizados 11 ensaios para se verificar a influéncia da concentracéo de

Fe* na concentracéo residual final de cloridrato de doxiciclina e na concentracdo
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residual de peréxido de hidrogénio. Os resultados estdo mostrados na Figura 28 e
na Tabela L do Apéndice A. A concentragdo de 500 mg/L de perdxido de hidrogénio

foi escolhida através dos dados selecionados nas referéncias apresentadas na
Tabela 4.
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Figura 28 — Concentracao de cloridrato de doxiciclina residual em meios contendo diferentes
concentracdes de ion Fe? (T=20°, CpoxiHcl inicial = 100 mg/L e Cp.0.=500 mg/L), A 1 mg/L; o 5 mg/L; +
10 mg/L; o 20 mg/L; ¢ 35 mg/L; x 50 mg/L; ¢ 70 mg/L; — 90 mg/L; A 120 mg/L; e 250 mg/L; m 500
mg/L.

Os resultados apresentados por estes testes mostraram que o potencial
catalitico do fon Fe** ocorre mesmo quando a concentracdo deste fon no meio é
baixa (1 mg/L). Para a concentracdo de Fe?* maiores ou iguais a 5 mg/L obtiveram-
se valores de concentracao residual final de cloridrato de doxiciclina variando entre 0
e 4,4 mg/L, mostrando que a acdo catalitica do fon Fe®* ndo aumenta
proporcionalmente com o aumento de sua concentracdo. Este fato também
evidencia que o fon Fe?" quando em alta concentracdo no meio, exerce acédo de
sequestro de radicais hidroxila, limitando a eficiéncia do processo na degradacao do
farmaco. Como também foi observado por Homem (2011) que afirmou que um
aumento na concentracdo inicial de Fe* resulta num aumento da eficiéncia de
degradacdo até uma determinada concentracdo deste ion, a partir da qual o
desempenho do processo se mantém inalterado devido ao sequestro de radicais

hidroxila exercido pelo excesso de fons Fe** presente no meio (eq. (4)).
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5.6. Oxidacéo do Cloridrato de Doxiciclina no Proce  sso Fenton, Influéncia da
Temperatura, sem Incidéncia de Luz.

Foram realizados 6 ensaios para se avaliar a influéncia da temperatura na
concentracdo residual de cloridrato de doxiciclina e na concentracdo residual de
peréxido de hidrogénio. Os resultados estdo mostrados nas Figuras 29 e 30
(Apéndice A - Tabela M). As concentracdes de peroxido de hidrogénio e de ions
ferrosos utilizadas foram 500 mg/L e 120 mg/L, respectivamente, pois, de acordo
com 0s ensaios para se verificar as influéncias de cada um dos reagentes, para a
relacdo massica Cio00/Cre>” = 0,24 obteve-se as menores concentracdes de

cloridrato de doxiciclina em um menor intervalo de tempo.
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Figura 29 — Concentracao de cloridrato de doxiciclina residual em meios com diferentes temperaturas,
A Q°C; 010°C; o 20°C; + 30°C; ¢ 40°C e x 40°C (andlise a partir de 5 min), (Cpoxi.Hcl inicias = 100 mg/L;
Ci202=500 mg/L e Cg>" = 120 mglL).
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Figura 30 — Concentragdo de perdxido de hidrogénio em meios com diferentes temperaturas, A 0°C;
010°C; o 20°C; + 30°C; ¢ 40°C e x 40°C (analise a partir de 5 min) ), (Cpoxi.Hcl inicial = 100 mg/L;
Ci202=500 mg/L e Cg>" = 120 mglL).

Os resultados obtidos nos ensaios de oxidagdo do cloridrato de doxiciclina
pelo processo Fenton apresentados na Figura 29 em diferentes temperaturas,
mostram que a temperatura influencia significativamente o processo na faixa
estudada. Apresentando menor valor de concentragéo residual final de cloridrato de
doxiciclina (< 1 mg/L) para temperatura de 40°C. O erro estatistico da concentracéo
de cloridrato de doxiciclina foi pequeno, variando no maximo em + 1,3 mg/L para
cada instante, como mostrado pelas barras de erro apresentadas no grafico da
Figura 29 e na Tabela M do Apéndice A. Quanto maior a temperatura menor o
tempo para se atingir regime permanente de operacdo, para T = 40°C o regime
permanente € atingido em menos de 60 min, enquanto para T = 20°C o regime
permanente € atingido em cerca de 240 min

Os resultados obtidos para a concentracdo residual de peroxido de
hidrogénio no processo Fenton apresentados na Figura 30, mostram que a partir dos
60 minutos, o sistema estd em regime permanente, e que todas as concentracdes
estdo muito proximas, ndo sendo possivel determinar a influéncia da temperatura.
Como pode ser observado através das barras de erros no grafico da Figura 30 e na
Tabela M do Apéndice A, o erro estatistico maximo foi de + 11,6 mg/L para cada
instante.

Os resultados para se avaliar a influéncia da temperatura na concentracao

residual do cloridrato de doxiciclina na auséncia de peroxido de hidrogénio estao
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mostrados no Apéndice A — Tabela N. As concentracgfes iniciais de cloridrato de
doxiciclina ficou estabelecida em 100 mg/L, mantendo a relagdo com a concentracéo
pré estabelecida para este trabalho. A concentracdo de ions ferrosos inicial foi a
mesma proposta para o meio completo do processo Fenton (120 mg/L), permitindo a
avaliacdo da acdo do ion ferroso sobre a degradacdo e andlise da molécula do
farmaco.

Na auséncia de peroxido de hidrogénio observa-se uma queda da
concentracdo residual final de cloridrato com o aumento da temperatura. A
concentracéo residual variou de 97,9 mg/L, a 0°C, para 61,6 mg/L, a 40°C.

Os resultados para se avaliar a influéncia da temperatura na concentracao
residual de peroxido de hidrogénio na auséncia de cloridrato de doxiciclina estao
mostrados no Apéndice A — Tabela O. As concentragdes iniciais de ions ferrosos e
peréxido de hidrogénio foram as mesmas propostas para o0 meio completo do
processo de Fenton, 120 mg/L e 500 mg/L respectivamente, permitindo avaliar a
influéncia do ion ferroso sobre a concentracdo de peréxido de hidrogénio residual,
na auséncia de doxiciclina.

Observa-se um minimo na concentracdo residual final de peroxido de

hidrogénio para temperaturas entre 20 e 30°C.
5.7. Planejamento Fatorial.

Foram realizados 20 ensaios segundo o planejamento fatorial Delineamento
Composto Central Rotacional (DCCR). As variaveis independentes testadas foram a
concentracdo de fons ferrosos, Cre?* (X1'), concentracdo de peréxido de hidrogénio,
Cho. (X2) e temperatura, T (X3'). A varidvel dependente sobre a qual foram
verificadas as influéncias das variaveis acima foi a concentracdo residual final de
cloridrato de doxiciclina, (CpoxiHcl Residual)- AS Variaveis do planejamento sé&o
apresentadas na Tabela 11. Os resultados obtidos sdo apresentados nas Figuras 31
a 41 (Apéndice A - Tabelas P a R).
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Tabela 11 — Condi¢Bes experimentais do planejamento fatorial DCCR, variaveis codificadas e nédo
codificadas e resultados de concentracdo residual final de doxiciclina, Cpoyi.Hcl-Residual.

Xy X Xs  Cr” Cipoz 1  Cooinc.  Razdo

SISO (Fe™) (0 (M) (mgl) (mgl)  (O) e MOS
Ensaiol -1 -1 -1 283 262 8,1 28,6 0,063
Ensaio 2  +1 -1 -1 96,7 262 8,1 5,8 0,215
Ensaio 3 -1 +1 -1 28,3 738 8,1 18,5 0,022
Ensaio 4  +1 +1 -1 96,7 738 8,1 4,3 0,076
Ensaio5 -1 -1 +1 283 262 319 13,6 0,063
Ensaio 6  +1 -1 +1 967 262 319 2,6 0,215
Ensaio 7 -1 +1 +1 283 738 319 7.8 0,022
Ensaio8  +1 +1  +1 967 738 31,9 3,0 0,076
Ensaio9 -168 0 0 5,0 500 20,0 4,4 0,006
Ensaio 10 +1,68 O o 1200 500 20,0 3,3 0,139
Ensaioll 0 -1,68 O 62,5 100 20,0 55,8 0,363
Ensaiol2 0 +168 O 62,5 900 20,0 4,7 0,040
Ensaio13 0 0 -168 625 500 0,0 21,4 0,073
Ensaiol4 O 0 +1,68 625 500 40,0 2,6 0,073
Ensaio1l5 O 0 0 62,5 500 20,0 0,0 0,073
Ensaio16 0 0 0 62,5 500 20,0 0,2 0,073
Ensaio17 O 0 0 62,5 500 20,0 2,0 0,073
Ensaio18 0 0 0 62,5 500 20,0 0,0 0,073
Ensaio19 0 0 0 62,5 500 20,0 0,0 0,073
Ensaio20 0 0 0 62,5 500 20,0 0,4 0,073

Média dos pontos centrais 0,43
Desvio padrao dos pontos centrais 0,52
Coeficiente de variagcdo dos pontos centrais 1,21

A analise da Tabela 11 mostra que houve uma grande variacdo nos
resultados de Cpoxincl resiqual € foram obtidos valores de 0 a 55,8 mg/L, ou seja, o
planejamento experimental utilizado e os valores das variaveis no ponto central
foram adequados ao estudo. Os menores valores finais de Cpoxi residual fOram obtidos
para o ponto central. Os pontos centrais apresentaram desvio padrao e coeficiente
de variacdo elevados, 0,52 e 1,21 respectivamente. Observamos também que o
valor de Cpoxiresidual = 2,0 mg/L obtido no ensaio 17 esta situado a 3 desvios padréo
do valor médio. Desprezando-se 0 ensaio 17 teriamos entdo para a média no ponto
central, desvio padrédo e coeficiente de variagdo de 0,12, 0,18 e 1,49,
respectivamente. Embora o coeficiente de variacdo seja elevado, a média e o desvio

padrdao sdo muito baixos, inferiores ao limite de deteccdo e de quantificacdo, que
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sdo de 0,5 mg/L e 1,0 mg/L, respectivamente. Estes resultados também mostram

que o planejamento utilizado contemplou condi¢cdes operacionais que influenciaram
significativamente a variavel dependente.
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Figura 31 — Influéncia da temperatura (a) C0, = 262 mg/L e Cre”” = 28,3 mg/L, A 8,1°C, 031,9°C; (b)

Cizoz = 500 mg/L e Cre?* = 62,5 mglL, A 0°C, 040°C; +20°C; (C) Cipop = 262 mg/L e Cre?™ = 96,7
mg/L, A 8,1°C, 031,9°C; (d) Czoz = 738 mg/L e Cre?™ = 28,3 mg/L, A 8,1°C, 031,9°C; (€) Cpipor = 738

mg/L e Cre’’ = 96,7 mg/L, A 8,1°C, 031,9°C, sobre a degradagédo do cloridrato de doxiciclina através
do processo Fenton.
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Figura 32 — Influéncia da temperatura (a) C0, = 262 mg/L e Cre”' = 28,3 mg/L, A 8,1°C, 031,9°C; (b)
Ciz02 = 500 mg/L e Cre”* = 62,5 mg/L, A 0°C, 040°C, +20°C; (C) Cizoz = 262 mg/L e Cre™" = 96,7
mg/L, A 8,1°C, 031,9°C; (d) Cyzoz = 738 mg/L e Cre”* = 28,3 mg/L, A 8,1°C, 031,9°C; (e) Cippo2 = 738
mg/L e Cre’’ = 96,7 mg/L, A 8,1°C, 031,9°C, sobre o consumo de peroxido de hidrogénio através do
processo Fenton.
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Figura 33 — Influéncia da temperatura (a) C0, = 262 mg/L e Cre”” = 28,3 mg/L, A 8,1°C, 031,9°C; (b)
Ciz02 = 500 mg/L e Cre”* = 62,5 mg/L, A 0°C, 040°C; +20°C; (C) Cizoz = 262 mg/L e Cre™" = 96,7
mg/L, A 8,1°C, 031,9°C; (d) Cpoor = 738 mg/L e Cre”* = 28,3 mgl/L, A 8,1°C, 031,9°C; (€) Cipo2 = 738
mg/L e Cre’’ = 96,7 mg/L, A 8,1°C, 031,9°C, sobre a concentragdo de Carbono Orgénico Total (COT)
através do processo Fenton.
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Figura 34 — Influéncia da concentracéo de peréxido de hidrogénio (a) Cre’ = 28,3 mg/L e T = 8,1°C, A

262mg/L, 0738mg/L; (b) Cre’* = 62,5 mg/L e T = 20°C, A 100mg/L, 0900mg/L; +500mg/L; (¢) Cre’" =
96,7 mg/L e T = 8,1°C, A 262mg/L, o738mg/L; (d) Cre’" = 96,7 mg/L e T = 31,9°C, A 262mgIL,

o738mg/L; (e) Cre’" = 28,3 mg/L e T = 31,9°C, A 262mg/L, 0738mg/L, sobre a degradacdo do
cloridrato de doxiciclina através do processo Fenton.
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Figura 35 — Influéncia da concentracéo de peréxido de hidrogénio (a) Cre’’ = 28,3 mg/L e T = 8,1°C, A
262mg/L, 0738mg/L; (b) Cre’* = 62,5 mg/L e T = 20°C, A 100mg/L, 0900mg/L, +500mg/L; (¢) Cre’" =
96,7 mg/L e T = 8,1°C, A 262mg/L, o738mg/L; (d) Cre’" = 96,7 mg/L e T = 31,9°C, A 262mgIL,
o738mg/L; (e) Cre’' = 28,3 mg/L e T = 31,9°C, A 262mg/L, 0738mg/L, sobre o consumo de peroxido
de hidrogénio através do processo Fenton.
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Figura 36 — Influéncia da concentracéo de peréxido de hidrogénio (a) Cre’’ = 28,3 mg/L e T = 8,1°C, A
262mg/L, 0738mg/L; (b) Cre’* = 62,5 mg/L e T = 20°C, A 100mg/L, 0900mg/L, +500mg/L; (¢) Cre’" =
96,7 mg/L e T = 8,1°C, A 262mg/L, o738mg/L; (d) Cre’" = 96,7 mg/L e T = 31,9°C, A 262mgIL,
o738mg/L; (e) Cre’" = 28,3 mg/L e T = 31,9°C, A 262mg/L, o738mg/L, sobre a concentracdo de

Carbono Organico Total (COT) através do processo Fenton.
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Figura 37 — Influéncia da concentracdo de ions ferrosos (a) Choor = 262 mg/L e T = 8,1°C, A

28,3mg/L, 096,7mg/L; (b) Cho0, = 500 mg/L e T = 20°C, A 5mg/L, 0120mg/L, +62,5mg/L; (C) Chooz =
738 mg/L e T = 8,1°C, A 28,3mg/L, 096,7mg/L; (d) Choo, = 738 mg/L e T = 31,9°C, A 28,3mg/L,

096,7mg/L; (e) Chzo2 = 262 mg/L e T = 31,9°C, A 28,3mg/L, 096,7mg/L, sobre a degradacédo do
cloridrato de doxiciclina através do processo Fenton.
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Figura 38 — Influéncia da concentracdo de ions ferrosos (a) Choor = 262 mg/L e T = 8,1°C, A
28,3mg/L, 096,7mg/L; (b) Chao2 = 500 mg/L e T = 20°C, A 5mg/L, 0120mg/L, + 62,5mg/L; (c) Choop =
738 mg/L e T = 8,1°C, A 28,3mg/L, 096,7mg/L; (d) Choo, = 738 mg/L e T = 31,9°C, A 28,3mg/L,
1096,7mg/L; (€) Chao2 = 262 mg/L e T = 31,9°C, A 28,3mg/L, 096,7mg/L, sobre o consumo de peréxido
de hidrogénio através do processo Fenton.
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Figura 39 — Influéncia da concentracdo de ions ferrosos (a) Choor = 262 mg/L e T = 8,1°C, A
28,3mg/L, 096,7mg/L; (b) Chao2 = 500 mg/L e T = 20°C, A 5mg/L; 0120mg/L, + 62,5mg/L; (c) Choop =
738 mg/L e T = 8,1°C, A 28,3mg/L, 096,7mg/L; (d) Choo, = 738 mg/L e T = 31,9°C, A 28,3mg/L,
096,7mg/L; (e) Cuao2 = 262 mg/L e T = 31,9°C, A 28,3mg/L, 096,7mg/L, sobre a concentracdo de
Carbono Organico Total (COT) através do processo Fenton.
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Figura 40 — Verificacdo da reprodutibilidade no ponto central do planejamento fatorial do processo
Fenton (Cyz02 = 500 mgl/L, Cpez+ =62,5mg/L e T = 20°C) A Ensaio 15; o Ensaio 16; + Ensaio 17; o
Ensaio 18; ¢ Ensaio 19 e x Ensaio 20.
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Figura 41 — Verificacdo da reprodutibilidade contendo as barras de desvio padréo dos ensaios obtidos
no ponto central do planejamento do processo Fenton (Ciz0z = 500 mg/L, Cee™ =62,5mg/lLe T =

20°C)
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Os gréaficos apresentados nas Figuras 31 a 39 mostram que tanto a
temperatura quanto a concentracdo de peroxido de hidrogénio possuem menor
influéncia no processo oxidativo da molécula de cloridrato de doxiciclina e na taxa de
consumo do peréxido de hidrogénio no decorrer do tempo, dentro da faixa estudada,
sendo de acordo com estes dados a concentracéo de ions ferroso presente no meio
a variavel de maior importancia. A taxa de mineralizacdo obtida nas condi¢cdes
deste planejamento, resultantes das analises de COT, apresentaram diminuicdo da
carga organica presente na solucdo entre 20,9 — 35,7% da concentracdo de carbono
organico total inicial.

Os graficos apresentados na Figura 40 contem todas as repetigcdes do ponto
central do planejamento, enquanto que na Figura 41 os dados apresentam as barras
de erro para cada instante de tempo de amostragem.

Através dos resultados obtidos determinaram-se 0s coeficientes de regresséo,
apresentados na Tabela 12, e a analise de variancia ANOVA do ajuste é
apresentada na Tabela 13. A eq. (47) mostra o0 modelo de superficie obtido atraves
do software Statistica® Os X's sdo representacdes das 3 variaveis independentes
codificadas para o planejamento DCCR, sendo proporcionais as concentragoes
iniciais de ions ferrosos, peréxido de hidrogénio e temperatura respectivamente.

C = 0,625-3995* X,+0,015* X,'>~7,536* X,'+9,341* X ,"2

DoxiciclinaResidual —

47
— 4540 X,'+2,875% X2 +1844% X,"*X,'+2,676% X,"*X,'+0,783* X,"* X' @7)

Tabela 12 — Coeficientes de regressao.

Coeficientes Erro Lim. Lim.
de Padrio p Conf. - Conf. +
regressao 95% 95%
Média 0,625 3,688 0,169 0,868 -7,59 8,85
X1 (L) -3,995 2,448 -1,635 0,132 -9,46 1,45
X1 (Q) -0,015 2,386  -0,005 0,995 -5,33 5,30
X2' (L) -7,536 2,448 -3,078 0,011 -12,99 -2,08
X2 (Q) 9,341 2,386 3,914 0,002 4,02 14,66
X3' (L) -4,540 2,448 -1,849 0,094 -9,98 0,93
X3 (Q) 2,875 2,386 1,204 0,256 -2,44 8,19
X1™* X 1,844 3,198 0,578 0,575 -5,28 8,98
X1'*X3' 2,676 3,198 0,828 0,426 -4,48 9,78
X" X3’ 0,783 3,198 0,242 0,813 -6,35 7,90




Tabela 13 — ANOVA
SQ GL MQ F D
Xy (L) 218,87 1 218,868 2,68 0,133
Xy (Q) 0,003 1 0,002 0,00 0,998
X, (L) 77521 1 775219 950 0,012
X, (Q) 1253,19 1  1253,195 1536 0,003
X3 (L) 279,76 1 279,760 3,43 0,094
1
1
1
1

X' (Q) 118,65 118,652 1,46 0,255
X *X,' 27,38 27,380 0,33 0,575
X,*Xs' 56,18 56,180 0,69 0,426
X,*X3 4,805 4,805 0,06 0,813

Analise de Variancia - Modelo Quadratico

Soma de Grau de Quadrado

Fonte de Variagdo Quadrados Liberdade Médio Fealc.
Regresséao 2688,80 9 298,756 365
Residuos 817,95 10 81,795 ’
Falta de ajuste 814,87 5 162,975
Erro pquo 3,07 5 0,615 265,14 0,000005
Total 3506,75 19
% variacdo explicada (R?) 76,675
F tabelado 9: 10: 0,05 3,02

Apenas os coeficientes de regressao apresentados por X;' (L) e X5’ (Q) foram

estatisticamente significativos (p< 0,05).

Na Figura 42, é apresentado o grafico de distribuicdo dos pontos entre o0s

valores experimentais versus os valores previstos pelo modelo.

45
40 t
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25t
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15¢
10 ¢
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10 F

-15
-10 0 10 20 30 40 50 60 70
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Figura 42 — Valores experimentais versus valores previstos de Cpeyi, Residual-
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Através do planejamento proposto, foi possivel a construcdo das superficies
de respostas, apresentadas na Figura 43, e definir as regides de interesse.
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Figura 43 — Superficies de resposta e curvas de contorno para concentracdo de cloridrato de

doxziciclina em funcao da Cre’' € Cizoz (a) e (b); da temperatura e Cy,0. (€) € (d) e da temperatura e
Cee (e) & (f).
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De acordo com Pandey et al. (2000), a condi¢cdo Otima experimental pode ser
determinada através da determinagdo das derivadas parciais, egs. (48), (49) e (50)

do modelo das variaveis codificadas, (eq.47).

OWHC -0 48)
0X'y )y x,

OWHC -0 (49)
X", X'5X's

OWHC -0 (50)
X'y X'y X'

Através da resolucdo do sistema de equacdes algébricas lineares obtidas
pelas egs. (48), (49) e (50), determinou-se a melhor regido com menor concentragao
residual de acordo com o planejamento fatorial, que corresponde a Cre?* = 25mg.L™;

Ch.0: = 611 mg.L™* e Temperatura = 35°C.

5.8. Comparacdo dos Resultados do Ponto Central do Planejamento DCCR
com os Resultados da Melhor Condicdo Operacional De  terminada pelo
Planejamento Fatorial.

Foram realizados ensaios em triplicata utilizando-se a melhor condicao
operacional para a menor concentracao residual de cloridrato de doxiciclina (Cre** =
25 mg/L; Cuz02 = 611 mg/L e Temperatura = 35°C) determinada pelo planejamento
DCCR, para a concentracdo de cloridrato de doxiciclina Cpoxinci, CONcentracao de
peréxido de hidrogénio, Cyo02, € carbono organico total, COT. Os resultados obtidos
de concentracdo de cloridrato de doxiciclina residual final, Cpoxi.Hci, CONcentracéo de
peroxido de hidrogénio, Cyo02, € carbono orgéanico total, COT, foram comparados
com os resultados obtidos nas condi¢cdes do ponto central do planejamento fatorial.

Os resultados estao apresentados na Figura 44 e na Tabela S do Apéndice A.
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Figura 44 — Comparacéao entre ponto central (A) e melhor condi¢do do planejamento fatorial DCCR
(o). (a) Concentracgédo residual final de cloridrato de doxiciclina; (b) Concentracéo residual final de
peréxido de hidrogénio; (c) Concentracdo de Carbono Organico Total (COT). A (Cre”* = 62,5 mg/L;
Ch202 = 500 mg/L e Temperatura = 20°C); o (CFe2+ =25 mg/L; Chroo = 611 mg/L e Temperatura =

35°C).

Os graficos 44a e 44b mostram que nao ha diferenca significativa na

concentragéo residual de cloridrato de doxiciclina e de peroxido de hidrogénio ao

longo do tempo de reacgédo, respectivamente.

O grafico 44c mostra que a mineralizacdo da molécula foi maior para a

condicdo proposta no planejamento em relacdo ao ponto central. Os resultados

obtidos de reducédo de COT foram de 40,1% e 30,0% para a condicdo proposta no

planejamento e no ponto central, respectivamente.

5.9. Concentracéo do fon Fe ?* durante o Processo Fenton

Foram realizados ensaios, para se verificar da concentracéo de fon Fe** ao

longo do tempo de reacdo na melhor condicdo proposta pelo planejamento fatorial
(Cee®™ = 25 mg/L; Cuo: = 611 mg/L e Temperatura = 35°C). Os resultados destes

testes estdo apresentados na Figura 45 e na Tabela T do Apéndice A.
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Figura 44 — Concentracao de ion Fe?" durante o processo Fenton (Cpe2+ =25 mg/L; Chro2 = 611 mg/L
e Temperatura = 35°C).

De acordo com os resultados apresentados na Figura 45, o fon Fe**
adicionado inicialmente ao processo esta presente em solu¢cdo por no maximo 20
minutos, sendo convertido a fon Fe*. O fon Fe** é consumido pelas reacées
mostradas pelas egs. (1), (4), (7) e (10), sendo a reagcao que controla o seu consumo
a reacao (1) que tem menor constante de taxa de consumo K; = 63-76 M™*.s™. O jon
Fe** é gerado pelas reacdes mostradas pelas egs. (6), (8) e (11), sendo a reacéo
que controla a sua geracao a reacao (6) que tem menor constante de taxa de
geracdo K¢ = 102 M*.s™. Devido a baixa velocidade de conversdo Fe*" para Fe** em
relacdo a alta velocidade de consumo do Fe?*, a concentragcdo no meio ndo pode

mais ser detectada pelo método da o-fenantrolina, apds os 20 min. de reacéao.

5.10. Influéncia do pH na Concentracdo Residual Fin al de Doxiciclina,
Chpoxi.HCI,Residual.Final , Concentracdo Residual Final de Perdoxido de
Hidrogénio, C p202 RresidualFinal » € Carbono Orgéanico Total final, COT  Final

Foram realizados 4 ensaios, para se verificar a influéncia do pH na
concentragéo residual final de cloridrato de doxiciclina, concentragéo residual final
de peroxido de hidrogénio, Cuz02.ResidualFina, € carbono organico total, COTrgina.
Nestes testes utilizou-se H,SO, ou NaOH no ajuste dos valores de pH que foram
acertados no tempo zero e mantidos constantes durante o ensaio. Os resultados
estdo mostrados na Figura 46 e na Tabela U do Apéndice A. As condi¢des
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experimentais dos ensaios foram Cre?* = 25 mg/L, Chzo2 = 611 mg/L e T = 35°C, que
correspondem a melhor condicdo de degradacdo do cloridrato de doxiciclina

proposta pelo planejamento fatorial.
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Figura 46 — Influéncia do pH na concentracdo residual de cloridrato de doxiciclina. (a) Concentracéo
residual final de cloridrato de doxiciclina; (b) Concentracdo residual final de peréxido de hidrogénio;
(c) Concentracdo de Carbono Organico Total (COT). A pH 1,0; o pH 2,0; + pH 3,0 e o pH 4,0. (Cee”" =
25 mg/L; Cyo02 = 611 mg/L e Temperatura = 35°C).

Os resultados mostrados na Figura 46 indicam que para pH = 3 houve maior
consumo de peroxido. Para valores de pH < 2, um excesso de peroxido de
hidrogénio protonado (Hs;0,") reduz sua interacdo com o fon Fe?*, diminuindo a
formacao do radical hidroxila, reduzindo a quantidade de radicais disponiveis (Duran
et al., 2010; Herney-Ramirez et al., 2010). Os resultados obtidos para pH = 4 estdo
de acordo com os apresentados na literatura (Pacheco, 2004; Duran et al., 2010).

Pacheco (2004) estudou a degradacdo de chorume pelo processo Fenton,
utilizou Crz02 = 600 mg/L, Cre?" = 5 mg/L e diferentes valores de pH = 1,0, 4,0 e 7,0,
e obteve reducéo de DQO de 30%, 51% e 33%, respectivamente, para cada valor de

pH estudado.
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Duran et al. (2010) avaliou a degradacao do efluente de um sistema integrado
de gaseificagcdo-ciclo combinado (SIGCC) de energia na Espanha, obtendo, através
do processo foto-Fenton em reator com capacidade de 28 L, mineralizacdo de 90%
em 150 minutos de reagéo com vazdo de 120 mi/h de H,0, a 30%; Cre?* = 7,6 mg/L
e pH = 3,75.

Através destes experimentos, observou-se que a faixa de pH ideal para o
processo Fenton esta entre 2 e 3, causado por uma alta taxa de formacao de (*OH).

Os resultados de COT apresentados mostram que a mineralizacdo do
farmaco pelo processo Fenton permanece baixa, restando ainda em solugéo
subprodutos organicos da degradacao do cloridrato de doxiciclina. A maior reducéo
de COT, de 40,9%, foi obtida para pH entre 3 e 4 com temperatura de 35°C e Cg>" e
Cuz02 iguais a 25 mg/L e 611 mg/L, respectivamente. Nos ensaios do planejamento
fatorial DCCR, nos gquais nédo houve controle de pH , mantendo-se naturalmente em
3,2 + 0,3, a maior reducdo de COT obtida foi de 35,7%, para Cre>" = 28,3 mgiL,
Ch202 =738 mg/L e T = 31,9°C.

A baixa degradacdo da matéria organica presente foi influenciada
significativamente pelo pH do meio. Em pH < 2,0 o H,O, estara em sua forma
protonada, impedindo a acdo do ion ferroso para a formacao do radical hidroxila. Em
pH > 4,0, além da formacdo de hidréxido de ferro que precipita, inibindo a reacao
com o peroxido de hidrogénio, a molécula de H,O, sofre decomposicao originando
agua e oxigénio. Neste pH, a molécula do farmaco por estar em sua forma catiénica
(ChemSpider, 2013) pode formar um complexo com o hidréxido de ferro e precipita

no fundo do reator, reduzindo a COT presente na solugéo.

5.11. Influéncia da Temperatura, Concentracdo Inici al de Fe?', Cre™o, €
Concentracdo Inicial de Peréxido de Hidrogénio, C 2020, ha
Concentragdo Residual Final de Doxiciclina, C  poxiHclResidualFinal
Concentracado Residual Final de Peroxido de Hidrogén  i0, C 202 Residual Final »
e Carbono Organico Total final, COT  ginal.

Foram realizados 12 ensaios para se verificar as influéncias da temperatura,
concentracdo inicial de Fe?*, Cg’'o, € concentracdo inicial de peréxido de
hidrogénio, Cy202,0, Na concentragao residual final de doxiciclina, Cpoxi.nci,Residual,Finals
concentracdo residual de peroxido de hidrogénio, C202 ResidualFinal, € Carbono

organico total final, COTgina.
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Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 14 e nas Figuras 47 a 49
e também nas Tabelas V a X do Apéndice A.

Tabela 14 — Condi¢des experimentais ao redor da condicdo de minimo residual do planejamento
fatorial DCCR.

ot Concentragdes Residuais Finais
Ensaios Cre” 0o  Chz020 T (mg/L)

(mg/L) (mg/L) (°C) Cpoxi.Hcl Chz02 COoT

INF-01 25,0 611 20,0 2,3 55 39,20
INF-02 25,0 611 31,9 2,5 23 39,03
O.P. 25,0 611 35,0 1,1 20 32,81
INF-03 25,0 611 40,0 1,8 15 33,86
INF-04 25,0 611 50,0 2,0 18 35,87
INF-05 25,0 262 35,0 6,6 11 38,68
INF-06 25,0 500 35,0 3,1 29 36,44
O.P. 25,0 611 35,0 1,1 20 32,81
INF-07 25,0 738 35,0 1,3 40 37,12
INF-08 25,0 900 35,0 2,3 23 37,70
INF-09 1,0 611 35,0 6,8 458 53,35
INF-10 50 611 35,0 3,8 362 47,85
O.P. 25,0 611 35,0 1,1 20 32,81
INF-11 62,5 611 35,0 1,3 23 39,80
INF-12 96,7 611 35,0 2,4 17 37,99

O.P. = Melhor condicdo operacional determinada pelo planejamento fatorial DCCR
para o valor minimo de concentracao residual final de doxiciclina, Cpoxi residual,Final-
INF = condicdo de estudo ao redor de O.P. para avaliagdo da influéncia de cada

variavel sobre a concentragao residual final de doxiciclina, Cpoxi residual, Final-
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Figura 47 — Influéncia da temperatura sobre (&) Cpoxircl ResidualFinal, (D) Ch202 Residual,Final € (€) COTFrinal
para a condi¢éo de concentracdo minima de cloridrato de doxiciclina obtida pelo planejamento fatorial
DCCR (Cip202 = 611 mg/L e Cre>* = 25 mg/L). o 20°C, A 31,9°C, + 35°C, o 40°C e ¢ 50°C.

A Figura 47a mostra que a menor concentracao residual final de doxiciclina,
cerca de 1 mg/L, foi obtida para T = 35°C; para temperaturas maiores ou menores
gue 35°C as concentracdes residuais de doxiciclina sao de cerca de 2 mg/L e pouco
sensiveis a temperatura na faixa estudada. A concentracao residual final de peréxido
de hidrogénio atinge um minimo de cerca de 10 mg/L para T = 40°C, mostrado na
Figura 47b. Em temperaturas menores a taxa de decomposicdo do peréxido de
hidrogénio é menor e, consequentemente, gerard menor quantidade de radicais
hidroxila. Para temperaturas maiores a taxa de decomposi¢cdo do peréxido serd
maior e também a taxa de consumo de radicais hidroxila pelas rea¢des dadas pelas
egs. (3), (4) e (5).

Os valores de COT, Figura 47c, apresentaram dois patamares, o primeiro, de
aproximadamente 40 mg/L, para temperaturas de 20 a 30°C, e outro por volta de 30
mg/L, para temperaturas a partir de 35°C. Este comportamento se deve
provavelmente ao fato de que a mineralizacdo de moléculas organicas é favorecida

para temperaturas mais elevadas, porem ha um limite de temperatura, a partir da
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gual, os subprodutos organicos formados sdo mais resistentes quimicamente ao
ataque dos radicais hidroxila.
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Figura 48 — Influéncia da concentragdo de perdxido de hidrogénio inicial sobre (a) Cpoxi residualsFinals (P)
Chz202,Residual Final € (€) COTgpa para a condigdo de concentragdo minima de cloridrato de doxiciclina
obtida pelo planejamento fatorial DCCR (CF92+ =25 mg/L e T = 35°C). o 262mg/L, A 500mg/L, +
611mg/L, o 738mg/L e ¢ 900mg/L.

A Figura 48a mostra que a concentracao residual final de doxiciclina € minima
para Cuz020 = 611 mg/L; observa-se ainda uma queda acentuada de
Chboxi.HCl Residual Final Ppara concentracdes de peroxido crescendo de 262 até 611 mg/L e
também, um aumento lento de CpoxiHclResidual Final Para valores de Cpoo20 Maiores
que 611 mg/L. A concentracao residual final de doxiciclina cai com o aumento da
concentragcdo de peroxido de hidrogénio devido ao aumento da taxa de geragéo de
radicais hidroxila segundo a eq. (1), porém ha um limite para este aumento, que é
exercido pelo consumo de radicais hidroxila pelas reacfes de terminacao, eqs. (3),
(4) e (5). Para concentracdes de peroxido maiores que 611 mg/L, a eficiéncia de
degradacgédo da doxiciclina diminui, ou seja, Cpoxi.Hcl.ResidualFinal @Umenta, devido ao

aumento do consumo de radicais hidroxila mostrado pelas egs. (3), (4) e (5).
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A Figura 48b mostra que a curva de Cpooz ResidualFinal @Presenta um maximo
para Cpzo20 aproximadamente igual a 700 mg/L. A pequena queda observada a
partir deste valor deve-se, provavelmente, as reacbes de consumo de peréxido de
hidrogénio, dadas pelas egs. (3), (6) e (13).

A Figura 48c mostra que a concentragdo de COTrna foi pouco influenciada
pela concentracao inicial de perdxido de hidrogénio e variaram de 38 mg/L (30% de
reducao), para Cuzo20 = 262 mg/L, para 33 mg/L (40% de reducdo), para Cpzo20 =
611 mg/L. Dentro do limite de precisdo dos resultados, observa-se um valor minimo
de COTrina para Cuz02,0 = 611 mg/L. Isto indica que a mineralizacao da doxiciclina foi
méaxima para esta concentracdo inicial de peroxido de hidrogénio e esta observagao
corresponde a condicdo de menor concentracdo residual final de doxiciclina. Pode-

se afirmar também persistem no meio moléculas organicas resistentes a oxidacéo
pelo radical hidroxila.
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Figura 49 — Influéncia da concentracao de ion Fe”" inicial sobre (2) Chpoxi ResidualsFinals (1) CH202 Residual Final
e (c) COTgina para concentracdo minima de cloridrato de doxiciclina obtida pelo planejamento fatorial
DCCR (Ch202 = 611 mg/L e T = 35°C). olmg/L, A 5mg/L, + 25mg/L, o 62,5mg/L e ¢ 96,7mg/L.
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A Figura 49a mostra que hd um minimo de concentracdo residual final de
doxiciclina, de aproximadamente 1 mg/L, para Cre’*o = 25 mg/L; para valores
menores de Cre” o a queda de Cpoyiresidualrinal € acentuada, de 7 para 1 mg/L, para
os valores de Cge’'( variando de 1 a 25 mg/L, respectivamente; para valores
maiores de Cge’*p, variando de 25 a 96,7 mg/L, a concentracdo residual de
doxiciclina aumenta pouco, de 1 para 2 mg/L. O aumento da concentragdo de ion
Fe®* favorece a geracdo de radical hidroxila, eq. (1), porém até certo valor limite,
pois para altos valores de Cre?* o podera haver captura de radical hidroxila, eq. (4),
pelo fon Fe?".

A Figura 49b mostra uma queda acentuada da concentragdo de Cy202 Residuals
de aproximadamente 470 para cerca de 10 mg/L, com o aumento de Cre?*o de 1
para 25 mg/L; para valores maiores de Cre’' o, 0s valores de Cupo2Rresidual ficam
praticamente constantes ao redor de 10 mg/L. O excesso de Fe** favorece a reacéo
paralela deste ion com o radical hidroxila, eq. (4), que é 7 ordens de grandeza maior
do que a reacdo do fon Fe** com o peréxido de hidrogénio, eq. (1).

A Figura 49c mostra uma queda acentuada da concentracdo de COTgjng, de
aproximadamente 53 para cerca de 32 mg/L, com o aumento de Cre?* o de 1 para 25
mg/L; para valores maiores de Cre?* o, variando de 25 para 96,7 mg/L, os valores de
COTEinai, crescem pouco, de 32 para 37 mg/L. Novamente, conforme ja comentado
sobre as influéncias da temperatura e Cpz020, 0 maior poder oxidante do meio
reacional (maior concentracdo de radicais hidroxila) ocorre para Cee” o ao redor de
25 mg/L. A reducdo maxima de COTgina foi de 42%, restando no meio moléculas

organicas derivadas da doxiciclina e que tém alta resisténcia quimica.

5.12. Influéncia da Raz&o Molar [Fe 2*/H,0,] sobre a C poxiRresidua » CH202 Residual ©

COT

Foram realizados 4 ensaios para se verificar a influéncia da relacdo molar
entre as concentracdes de Fe** e H,O, na concentracdo residual de doxiciclina,
Chboxiresidual ,» concentracdo residual de peroxido de hidrogénio, Cu202 Residual, € @
concentrag&o de carbono organico total, COT. Foram testados os valores da relagéo
molar [Fe?*/H,0,] = 0,1; 0,5; 1 e 2, sendo mantidos constantes a temperatura, T =
35°C, e a concentracdo de Fe®", 250 mg/L (4,47 mM). Estes valores foram
especificados com base no artigo de revisdo de Neyens e Baeyens (2003), que, por

sua vez, se basearam nos resultados de Yoon et al. (2001). Aqueles autores



106

demonstraram que, as principais condi¢des que afetam o processo Fenton sdo as
relacdes de concentracdo de ions ferrosos, ions férricos e peréxido de hidrogénio,
estudando a formacdo e consumo dos radicais hidroxila para diferentes razdes
molares [Fe**/H,0,] (<< 1, =1 e = 2).

De acordo com Neyens e Baeyens (2003), para razdo molar [Fe**/H,0,] alta,
isto é, 2 2, na auséncia de compostos organicos, os radicais hidroxila produzidos
como resultado da equacao (1), reagem rapidamente com os ions ferrosos, equacéao
(4), e em menor velocidade com o peroxido de hidrogénio, equacao (3), causando a
rapida terminacdo das reacfes radicalares em cadeia. Quando em presenca de
moléculas organicas, o ion ferroso compete com o composto organico pelo radical
hidroxila, como apresentado pelas equacdes (2) e (4). Este comportamento faz com
que o ion ferroso atue como reagente, sequestrando os radicais formados pela
equacao (1), diminuindo a eficiéncia do processo, deixando de agir apenas como
catalisador dentro do processo Fenton.

Para razdo molar [Fe?*/H,0,] = 1, todo ion ferroso é rapidamente convertido a
ions férricos como mostrado pela equacao (1). Quando na auséncia de moléculas
organicas, o peroxido € decomposto lentamente pelo ion férrico, iniciando a cadeia
de reacdes radicalares proposto pela equacéo (6), proporcionando a reducgdo do ion
férrico para ion ferroso. Como a velocidade da reagéo (6) € significativamente mais
baixa que a da reacdo (1), esta etapa permanece como a determinante de
velocidade da reacdo de consumo do peroxido residual, permitindo subdividir em
duas etapas as reacdes no meio: (a) H,0, — Fe?* e (b) H,0, — Fe*". Entretanto, na
presenca de compostos organicos, o comportamento destas etapas é influenciado
de duas formas: (a) ndo ocorre mais a decomposicdo de peroxido apos o
decaimento inicial deste, devido a reacgéo (2) ser dez vezes maior que a reacao de
consumo do peréxido de hidrogénio pelo radical hidroxila, equacdo (3); (b) a
presenca de grande concentragcdo de compostos organicos impede o consumo do
radical hidroxila pelo ion ferroso, proporcionando que o ion ferroso remanescente
possa reagir com o peroxido, aumentando ligeiramente o consumo de peréxido no
estagio inicial da reacao.

De acordo com Neyens e Baeyens (2003), quando a razao molar é baixa, isto
é [Fe**/H,0,] << 1, na auséncia de moléculas organicas, apés o total consumo do
ion ferroso inicial pela reacéo apresentada na equacao (1), inicia-se o sistema férrico

(equacdo 6), responsavel pelo ciclo reacional até total consumo do peroxido.
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Quando em presenca de compostos organicos todo o ion ferroso é consumido
rapidamente, mas o sistema férrico apresentado na falta de compostos organicos é
praticamente cessado, ocorrendo na falta de ions ferrosos a reacdo de radicais
hidroxila com o peroxido de hidrogénio remanescente (eq. 3), formando o radical
HO,®, responsavel pela reducéo lenta de Fe*" para Fe?* (eq. 8) e continuidade do
processo.

Os resultados estao apresentados na Figura 50 e Tabela Y do Apéndice A.
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Figura 50 — Influéncia da razdo molar [Fe’"/H,0,] sobre (@) Cpoxiresiduai (0) Chzozresiqual € (C) COT
(Cee™o = 250 mg/L e T = 35°C). A [Fe**/H,0,] = 0,1 (Chzoz0 = 1.400 mg/L) ; o [Fe**/H,0,] = 0,5
(Chzo2,0 = 280 mg/L); + [Fe**/H,0;] = 1 (Cpzoz,0 = 140 mg/L) e o [Fe**/H,0;] = 2 (Crzoz0 = 70 mgl/L).

A Figura 50a mostra que a relacdo molar [Fe?*/H,O,] tem grande influéncia
sobre a concentracao residual de doxiciclina, o que também pode ser interpretado
como influéncia da concentracdo inicial de perdxido de hidrogénio, conforme ja
mostrado na Figura 48a, na qual a menor concentracao residual final de doxiciclina
correspondia a uma relacdo molar [Fe**/H,0,] = 0,067. Na Figura 50a a

concentracdo residual final de doxiciclina variou de 1,3 a 29,6 mg/L, para relacdes
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molares de 0,1 a 2, respectivamente. Aparentemente, a cinética das rea¢des néo foi
influenciada pela relagdo molar, em vista do comportamento semelhante das curvas
ao logo da reacédo. Na faixa de valores de relagdo molar estudada ndo se observa
excesso de peroxido de hidrogénio, portanto, ndo ha consumo significativo de radical
hidroxila pela reacédo (3) ou pela reacdo (5). Por outro lado, na faixa estudada ha
falta crescente de peréxido de hidrogénio com o aumento da relagdo molar.

A Figura 50b mostra uma clara influéncia da relacdo molar sobre a
concentracao residual de peréxido de hidrogénio, que variou de 20 a 124 mg/L, para
relacdes molares variando de 0,1 a 2. Considerando os resultados da Figura 48b,
constatamos que o crescimento da concentracdo residual final de peréxido é
praticamente linear com a concentracao inicial de peréxido, visto que nao ha
excesso de peroxido no meio e assim, as reacdes de terminacéo, egs. (3) e (5), e a
de autoconsumo de peréxido, eq. (13), ndo tém taxas significativas.

A Figura 50c mostra influéncia desprezivel da relacdo molar sobre 0 COTginal,
que foram de cerca de 27% para todas as relacdes estudadas. Aqui cabem os
mesmos comentarios feitos aos resultados mostrados na Figura 48c, ou seja,
permanecem ainda em solu¢cdo subprodutos organicos ndo degradaveis pelo
processo Fenton.

5.13. Influéncia da Raz&o Molar Constante [Fe 2/H,0,] sobre a C poxiresidual »

Ch202,Residual € COT

Foram realizados 3 ensaios para se verificar a influéncia das quantidades de
Cre’'o € Crzo20, Mantendo-se constante a relacdo molar [Fe*/H,0,] sobre a
concentracdo residual de doxiciclina, concentracdo residual de peréxido e COT.
Foram tomados como base os valores de concentracdo de peroxido, Cpooz0 = 611
mg/L, e de fon Fe**, Ce>"o = 25 mg/L, obtidos pelo planejamento fatorial para a
melhor condi¢do experimental correspondente ao minimo de concentracdo residual
final de doxiciclina. Para esta condicdo a relacdo molar constante utilizada é
[Fe**/H,0,] = 0,025 e foram testadas as concentracdes de peréxido Cizoz0 = 305 e
1222 mg/L e concentracdes de Fe®, Cr’'p = 12,5 e 50,0 mg/L. Estes valores
correspondem ao dobro e & metade do valor nominal, respectivamente.

Os resultados estdo mostrados na Figura 51 e na Tabela Z no Apéndice A.
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Figura 51 — Influéncia da razdo molar constante, [Fe2+/H202] = 0,025, sobre (a) CpoxiRresiduais (D)
Chz202,residqual € (€) COT para condig&o de condigéo de concentragdo minima de cloridrato de doxiciclina
obtida pelo planejamento fatorial DCCR (T = 35°C). A Cyp02 = 305,5 mg/L, Cpez+ =12,5 mg/L; o Cyo2
=611 mg/L, Cre’* = 25 mg/L; + Cpoop = 1222 mg/L, Cee”" = 50 mg/L.

A Figura 51a e 51b mostra os resultados de CpoxiHciResidual € CH202,Residual €
verifica-se que néo ha diferenca significativa entre os resultados apresentados. Isto
decorre do fato de que as concentracdes estudadas n&do representam nem excesso
e nem falta dos reagentes. Os valores de Cpoxi Hcl.Residual Final € CH202,Residual,Final fOram
de 2,0 e 18 mg/L, respectivamente.

A Figura 51c mostra que os resultados de COT sao influenciados pela relagcéo
[Fe**/H,0,] e que a concentracdo intermediaria, Cio02 = 611 mg/L e Cre”" = 25 mglL,
determinada originalmente pelo planejamento fatorial, € a que resultou em maior
redugéo da COT, da ordem de 43,8%. Para as concentragbes menor e maior a
reducao foi de cerca de 30%. A degradacao da doxiciclina nao foi influenciada pelas
concentracbes dos reagentes na faixa estudada, porém, os subprodutos de
degradagéo o foram. Os resultados mostram que a mineralizacdo dos subprodutos
foi favorecida pela concentracdo intermediaria, ou seja, a concentragdo de radicais

hidroxila em menor ou maior concentracdo do que a concentracao intermediaria nao
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favorece reacdes de mineralizacdo de parte dos subprodutos de degradacdo da

doxiciclina.

5.14. Ensaio de Longa Duracéo

Foi realizado um ensaio de longa duracao (9 dias) com reposicao diaria de
peréxido de hidrogénio e de Fe?* para restabelecer a concentracéo inicial de Cyoop =
611 mg/L e Cre”" = 25 mg/L, melhor condicéo do planejamento experimental, sendo
mantida a temperatura constante em 35°C. Os resultados de CpoxiResidual
Ch202,Residual € COT estdo mostrados na Figura 52 e na Tabela AA do Apéndice A.

Os resultados da Figura 52a mostram que a concentracdo de doxiciclina cai
ao valor minimo de 0,8 mg/L em 4 horas de reacdo. A Figura 52d mostra o0s
aumentos diarios da concentracdo de perdéxido de hidrogénio bem como o seu
desaparecimento. A Figura 52c mostra que a concentracdo de COT cai
acentuadamente no primeiro dia, cerca de 30,9% e, entdo cai gradativamente
durante os 9 dias de ensaio, Figura 52e, atingindo o valor de 24,8 mg/L,
correspondendo a 54,6% de reducéo.

Os resultados de concentracdo de perdxido no meio mostram que a taxa de
decomposicdo foi similar para todos os dias do estudo. Os resultados de COT
(gréficos 52c e 52e) mostram que houve mineralizacdo de 20,8% nos primeiros 5
minutos e de 30,9% em 240 minutos do primeiro dia de reacao. Esta taxa inicial de
mineralizacdo ndo se mantém nos dias subsequentes, ocorrendo incremento na
porcentagem de mineralizacdo de aproximadamente 4% ao dia, finalizando ao final
do nono dia de reagdo com mineralizacdo igual a 54,6%. Esta diminui¢do da taxa de
mineralizacdo pode ser explicada pelo consumo dos radicais hidroxila pelos préprios
reagentes formadores (H.O, e Fe?"), ndo possibilitando a reacdo dos radicais com a

matéria organica presente no meio.
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Figura 52 — Ensaio de longa duracdo (9 dias, adicdo diaria de Fe”* e H,0, para restabelecer a
condig&o inicial: Cpo2 = 611mg/L, Creor = 25mg/L ). T = 35°C. (&) Cpoxiresidual; (0) Cr202 Residual PFiMeiro
dia; (c) COT primeiro dia; (d) Ch202 Rresidual; (€) COT.

Este estudo mostra que, apesar de ter havido aumento na mineralizacdo da
matéria organica presente no meio, esta foi pequena em relacdo a necessidade de
altas concentracdes de peroxido de hidrogénio e, principalmente, de ion ferroso.
Neste ensaio de longa duracdo foi utilizado 1,120 g de sulfato ferroso
heptahidratado, correspondendo a 0,225 gramas de ferro. Observou-se uma grande
quantidade de depdsito de material particulado de coloracdo caracteristica de
hidroxido de ferro (alaranjado) no fundo do reator do processo.
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5.15. Influéncia do Bombeamento de Ar no Processo F  enton

Apesar de todos os ensaios terem sido realizados sob agitacdo mecéanica
intensa (500 rpm) em vaso aberto, procurou-se verificar se a introducado de bolhas
de ar no meio reacional através de um mini compressor de ar acoplado a uma pedra
porosa, afetaria o processo em termos de concentracdo residual de doxiciclina,
concentracdo residual de peroxido de hidrogénio e de COT.

Os resultados estdo mostrados na Figura 53 e na Tabela AB do Apéndice A.
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Figura 53 — Influéncia do bombeamento de ar no processo Fenton para a condicdo de condi¢cdo de
concentracdo minima de cloridrato de doxiciclina obtida pelo planejamento fatorial DCCR (Chzoz =

611mg/L, Crep+ = 25mg/L e T = 35°C), A sem bombeamento; o com bombeamento. (a) Cpoxiresidual; ()
Ch202,Residual; (€) COT.

Os gréaficos 53a e 53b mostram que a concentracdes residuais de doxiciclina
e de peroxido de hidrogénio ndo foram influenciadas pelo bombeamento de ar no
meio reacional.

A Figura 53c mostra que a adicdo forcada de ar provocou aumento na

mineralizacdo da matéria organica dissolvida de 40,1% para 43,8%, fato este que
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pode ser atribuido a formacéo de radical organico (produto de oxidag&do da eq. (2))
gue reage com o0 oxigénio molecular presente no meio formando radical
hidroperoxila, que mesmo possuindo potencial de oxidacdo menor que o radical
hidroxila favorece a mineralizacdo das moléculas organicas presentes no meio
reacional. De acordo com Nogueira et al. (2007), o radical hidroxila ataca o
composto alvo, provocando a formacao de outros radicais, eq. (51), que ao reagir
com a molécula de O, eq. (52), promove a formacé&o de radical hidroperoxila, menos

oxidante que o radical hidroxila.

OH" +HROH — ROH’ +H,0 (51)
ROH’ +0, — RO+ HO; (52)

5.16. Avaliacdo da Concentracdo Inibitéria Minima E  xercida pelo Residuo da
Degradacao do Cloridrato de Doxiciclina

Os ensaios de concentracdo inibitoria minima sao importantes para
determinar qual a menor concentracdo que um determinado agente antibiético deve
estar presente para exercer acdo inibitéria sobre determinado microrganismo. Os

organismos testes para cloridrato de doxicilina estdo apresentados na Tabela 15.

Tabela 15 — CIM de cloridrato de doxicilina®

Organismo CIM (pg/mL)

Escherichia coli ATCC 25922 1,0-4,0

Staphylococcus aureus ATCC 29213 0,25-1,0
Enterococcus faecalis ATCC 29212 8-32
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 8—32

FDA ( 2013)

Os resultados da triplicata de ensaios para a determinacdo da CIM
empregando-se como organismo controle a Escherichia coli estdo apresentados na

Figura 54.
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‘ 10 11 12

1‘2‘3‘4‘5‘6‘7‘8‘9
Doxiciclina 12,5 6,3 B2 1,6
HCI pg/mi pg/ml pg/mi pg/ml
Doxiciclina 25 12,5 6,3 B2 1,6
HCI pg/ml ug/ml pg/ml ug/ml pg/ml

Doxiciclina 12,5
HCI ug/ml pg/mi ug/ml g/ml ug/ml

Tratamento
Tratamento

Tratamento

Branco do
tratamento

Figura 54 — Representacéo do teste CIM por microdiluicdo em placa de 96 pocos, regido cinza:
turvacéo apos 24 horas (crescimento microbiano). Regido preta: sem turvacao (inibicao do
crescimento).

A concentracdo inibitoria minima de cloridrato de doxiciclina foi de 1,6 pg/ml,
compativel com a descrita na literatura (FDA, 2013) para Escherichia coli. O
antibiotico oxidado nao foi capaz de inibir o crescimento em concentracdo menor ou
igual a 25% da solucéo inicial, equivalente a 25 pg/mL de doxiciclina oxidada. A
concentragéo do tratamento ndo foi aumentada acima de 25% para nao diluir o meio
de cultura em excesso, 0 que interfere na cinética de crescimento bacteriano.
Através deste teste é possivel afirmar que o efluente do tratamento nao foi téxico
para 0 microorganismo estudado, pois n&o inibiu seu crescimento celular. A
auséncia de inibicdo também evidencia que a amostra mais concentrada contém
menos que 6,4 pg/ml do antibidtico (quatro vezes o valor do CIM, pois estava diluido
a 25%), ou seja, houve inativacdo de no minimo 94% da quantidade inicial de

doxiciclina.

5.17. Avaliacdo da Citotoxicidade do Residuo da Deg radacéo do Cloridrato de
Doxiciclina

Os ensaios de citotoxicidade foram desenvolvidos tanto com o efluente na
concentragao real do experimento quanto concentrado 10x em concentrador rotativo
a véacuo, sendo a citotoxicidade medida pelo teste do MTT, os resultados

representam a média (pontos) e desvio padrao (barra de erros) de 3 ensaios
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contendo cada amostra testada em triplicada. Os resultados para o efluente puro
estdo apresentados na Figura 55.
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Figura 55 — Teste de citotoxicidade das amostras apos 24 h de incubagdo com células L929 utilizando
efluente na condicgéo real.

Na Figura 55 as porcentagens apresentadas na identificagcdo das amostras
referem-se a quantidade do produto adicionada a célula, sendo o restante
constituido por meio de cultura. Ex: efluente 30% - 30% do efluente mais 70% de
meio de cultura. Este grafico mostra que 20 a 30% de amostra podem afetar o
crescimento celular, mesmo que a amostra seja o tampéo fosfato (solugéo salina)
nao prejudicial a célula, ndo ha diferenca significativa entre o efluente e o branco da
reacdo, o que mostra que ndo houve geracdo de subprodutos toxicos a esse tipo
celular no processo de tratamento do efluente. Comparando-se os dados do
cloridrato de doxiciclina estd manteve-se toxica a célula em altas concentragdes,
sendo seu efeito dose-dependente.

Na tentativa de avaliar a influéncia do efluente e branco da reacédo, estes
foram concentrados 10x, utilizando-se o equipamento concentrador rotativo a vacuo
Eppendorf — modelo Concentrator Plus, facilitando o estudo da citotoxicidade em

maiores concentracdes. Os resultados estdo apresentados na Figura 56.
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Figura 56 — Teste de citotoxicidade das amostras apos 24 h de incubagdo com células L929 utilizando
efluente concentrado 10 vezes.

A Figura 56 mostra a percentagem refere-se a quantidade relativa de células
viaveis, sendo 100% de viabilidade a quantidade de células apds 24 h de incubacéo,
apenas em meio de cultura. Nao ha diferenca significativa entre o efluente e o
branco da reacao concentrados, pois a concentracéo do efluente e branco da reacao
aumentou a viabilidade celular, confirmando que a citotoxicidade anterior era
relacionada a diluicdo do meio de cultura, e ndo a toxicidade do tratamento, nao
apresentando toxicidade significativa as células L929 em até 50% de concentracéo

(5% de solugcao 10x concentrada), que foi a maior concentracao testada.

5.18. Produtos de Degradacéo da Doxiciclina

A espectrometria de massa (MS) se baseia no movimento de ions em campos
elétricos e magnéticos para classificd-los de acordo com sua relagdo massa-carga
(m/z). A introducdo da amostra pode ser direta na fonte de ionizacdo (amostras
puras) ou utilizando-se técnicas de cromatografia acoplada ao espectrémetro de
massa para separacdo dos componentes de amostras complexas (misturas)
permitindo a analise em separado de cada um de seus compostos. As moléculas

gue constituem a amostra introduzida no aparelho sao ionizadas, formando ions,
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gque de acordo com a massa e a carga do ion podem ser identificados e
guantificados.

Os resultados obtidos neste estudo atraves de cromatografia liquida acoplada
a um detector de massa estdo apresentados na Tabela 16 e nos graficos do
Apéndice C. Nos cromatogramas obtidos consideraram-se como produtos de
degradacdo os picos com altura maior ou igual a trés vezes a altura do ruido. De
acordo com as massas moleculares apresentadas, buscou-se identificar as
moléculas detectadas comparando-se com as moléculas propostas em trabalhos
publicados por Jeong et al. (2010), Yuan et al. (2011), Mboula et al. (2012). Também
foram sugeridas estruturas moleculares hipotéticas partindo-se da molécula de
doxiciclina, pois o radical hidroxila € um oxidante bastante reativo e pouco seletivo.
As estruturas atribuidas a cada produto de degradacao obtido estdo apresentadas

nas Figuras 57 e 58.

Tabela 16 — Produtos de degradacdo em relacéo ao tempo de amostragem.
Tempo amostral

30 segundos 60 segundos 180 segundos 300 segundos 10 minutos
Tempo de
retencdo Legenda da Legenda da Legenda da Legenda da Legenda da
(min) m/z  Estrutura m/z  Estrutura m/z  Estrutura m/z  Estrutura m/z  Estrutura
Sugerida Sugerida Sugerida Sugerida Sugerida
106 | 105 | 105 | 105 | 116 B
165 H 155 S 165 H 187 Q 187 Q
187 Q 165 H 187 Q 241 T 241 T
06 241 T 187 Q 241 T 269 N 269 N
' 270 N 247 R 269 N 307 L 351 G
351 G 269 N 351 G 351 G
307 L 383 E
351 G 433 J
143 F 143 F 143 F 143 F 143 F
165 H 165 H 263 C 263 C 165 H
263 C 263 C 383 E 307 L 263 C
0,9 383 E 307 L 445 A 383 E 307 L
445 A 383 E 503 O 445 A 383 E
445 A 503 O 405 K
503 O
75 D
263 C
L2 340 M
400 P

A Tabela 16 apresenta a relacdo massa-carga dos produtos de degradagéo,
presentes nas amostras retiradas do meio reacional. A molécula protonada (M +
H]") de doxiciclina possui m/z de 445, sendo a Unidade de Massa Atdmica (u.m.a.)

igual a 444. De posse dos resultados apresentados pela espectrometria de massas,



118

€ possivel afirmar que as moléculas geradas com a degradacdo do cloridrato de
doxiciclina através do processo Fenton originam, em sua maioria, moléculas com
baixa relacdo massa-carga (m/z < 445), como pode ser observado na Tabela 16 e
nos graficos do Apéndice C, ja nos instantes iniciais do processo. Estes resultados
indicam que o radical hidroxila tem a capacidade de promover tanto a perda de
atomos e grupos funcionais localizados na periferia da molécula quanto de promover
a quebra de anéis aromaticos.

Os produtos de degradacéo originados durante o processo sofrem ataque do
radical hidroxila, originando moléculas instaveis, que sao capazes de reagir com
outras moléculas presentes no meio, possibilitando a formacédo de moléculas mais
estaveis, mantendo uma concentracéo elevada de COT do meio reacional.

De acordo com os dados obtidos, a molécula original de cloridrato de
doxiciclina com relagdo massa-carga (m/z) de 445, que apresenta um tempo de
retencdo 0,9 min, é degradada em tempo de reacao inferior a 10 minutos.

De acordo com os resultados obtidos por Yuan et al., (2011), que
propuseram estruturas moleculares para os produtos de degradacédo do cloridrato de
doxiciclina, é possivel identificar alguns dos produtos resultantes da oxidagédo pelo
processo Fenton, como o produto D (m/z = 76), Figura 57, que corresponde a uma
molécula de glicina (C,HsNO) originaria da quebra de um dos anéis da estrutura do
farmaco; o produto | (m/z = 104), Figura 57, que corresponde ao acido propanodioico
(CH2(COOH),), também resultado da clivagem dos anéis da molécula do farmaco; e
o produto H (m/z = 166), Figura 57, correspondente ao &cido 1,4-
benzenodicarboxilico (C¢H4s(COOH),), que mantém um anel em sua estrutura.

As estruturas com relacdo m/z = 154, 399 e 401 foram propostas por Jeong et
al. (2010) e Mboula et al. (2012) e também estdo apresentadas na Figura 57. O
produto E (m/z = 385) é o resultado da perda de um grupo hidroxila e do grupo
amida, por parte da molécula da doxiciclina. O produto J (m/z = 432) é o resultado
da adicdo de um grupo hidroxila em um dos anéis da molécula do farmaco. O
produto P (m/z = 399) se originou da saida do grupo amida da estrutura molecular
do cloridrato de doxiciclina. Mboula et al. (2012), sugere a perda de 307 u.m.a. da
molécula, mas ndo sugere uma estrutura.

A estrutura proposta para o ion com m/z = 307, foi obtida através da
comparacdo desta massa na base de dados ChemSpider® com estruturas

semelhantes a molécula da doxicilina. Com esta busca encontrou-se uma molécula
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com m/z = 305. A estrutura estd mostrada na Figura 58, produto L. Esta molécula
juntamente com a de m/z = 154, produto S da Figura 57, sugere que ocorre quebra
de parte da estrutura ciclica da doxicilina. Outras estruturas ndao puderam ser
sugeridas do mesmo modo, devido a falta de semelhanca com a estrutura molecular

da doxicilina.

OH

OH o OH O NH,
A (445)

H (166)

HO OH
Y
(0] (0]

1 (104)

S (154)

H.C y OH
HsC—N =0

S (154)

J (432)

E (385)

Figura 57 — Estruturas moleculares para os produtos de degradacdo da doxiciclina através da acao
do radical hidroxila (Jeong et al., 2010, Yuan et al., 2011 e Mboula et al., 2012).

A estrutura com m/z = 187, representada pela letra Q na Figura 58, esta
presente nas amostras retiradas nos instantes 30, 60, 180 e 300 segundos e
também na amostra de 10 min, sendo um dos ions de maior concentracdo na
amostra de acordo com os cromatogramas obtidos, ou seja, com pico de maior area.
A estrutura proposta pode ser observada na Figura 58, sugerindo que houve o
rompimento entre os anéis B e C da molécula A na Figura 57.

A estrutura com m/z = 241 esta presente nas amostras retiradas nos instantes
30, 180 e 300 segundos e também na amostra de 10 min. A estrutura proposta esta
mostrada na Figura 58, sugerindo que houve o rompimento no anel C e saida do
grupo -NH,.

A estrutura com m/z = 270 foi detectada nas amostras retiradas nos instantes
30, 60, 180 e 300 segundos e também na amostra de 10 min, sendo um dos ions de

maior concentracdo na amostra de acordo com o0s cromatogramas obtidos. A
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estrutura proposta esta apresentada na Figura 58, sugerindo que houve o
rompimento entre os anéis C e D e entrada de uma hidroxila no anel A.

A estrutura com m/z = 355, representada pela estrutura G da Figura 58, foi
detectada nas amostras retiradas nos instantes 30, 60, 180 e 300 segundos e
também na amostra de 10 min. A estrutura sugerida esta mostrada na Figura 58,
gue poderia ser explicada pela retirada do grupo -CONH,, dois grupamentos —CH3 e
um —OH da estrutura A da Figura 57.

A estrutura com m/z = 148, representada pela estrutura F da Figura 58, foi
detectada nas amostras retiradas nos instantes 30, 60, 180 e 300 segundos e
também na amostra de 10 min. A estrutura sugerida esta mostrada na Figura 58,
que poderia ser explicada pelo rompimento entre os anéis B e C e saida de um
grupamento —CHsz e um -OH do anel B da estrutura A da Figura 57.

A estrutura com m/z = 260, representada pela estrutura C da Figura 58, esta
presente nas amostras retiradas nos instantes 30, 60, 180 e 300 segundos e
também na amostra de 10 min, sendo um dos ions de maior concentragcdo na
amostra de acordo com o0s cromatogramas obtidos. A estrutura sugerida esta
apresentada na Figura 58, que poderia ser explicada pelo rompimento entre os anéis
C e D da estrutura A da Figura 57.

A estrutura com m/z = 241, representada pela estrutura T da Figura 58, esta
presente na amostra retirada no instante 60 segundos. A estrutura sugerida esta
apresentada na Figura 58, que poderia ser explicada pelo rompimento entre os anéis
C e D e saida de um grupamento —CHj; do anel B da estrutura A da Figura 57.

A estrutura com m/z 340, representada pela estrutura M da Figura 58, esta
presente apenas na amostra retirada no instante 60 segundos, sendo um dos ions
de maior concentracdo na amostra de acordo com os cromatogramas obtidos. A
estrutura sugerida esta apresentada na Figura 58, que poderia ser explicada através
da saida dos grupos —CONH,, —N(CH3), e —OH da estrutura A da Figura 57.

A estrutura com m/z = 503, representada pela estrutura O da Figura 58, esta
presente nas amostras retiradas nos instantes 180 e 300 segundos e 10 minutos. A
estrutura sugerida esta apresentada na Figura 58, que poderia ser explicada através
da saida do grupo -NH; e entrada de um grupo —OH no anel A e de um grupo -

C,0; na estrutura A da Figura 57.
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Figura 58 — Sugestéo de estruturas moleculares dos produtos de degradacédo da doxiciclina obtidas
pelo processo Fenton.

6. Conclusoes

Validacdo do Método Espectrofotométrico para Determinacdo da

Concentracdo Residual Final de Cloridrato de Doxiciclina

O método de quantificacdo do cloridrato de doxiciclina, validado de acordo
com os critérios da Resolucdo 899/03 da ANVISA,

7

€ adequado quando nao for

possivel o uso de técnicas de maior custo como a analise por CLAE (UV ou Massa).

Influéncia da Temperatura sobre a Oxidacdo do Cloridrato de Doxiciclina e do

Perdxido de Hidrogénio sem Adicdo de ions Fe?" e com Incidéncia de Luz

A temperatura exerce efeito positivo na decomposicdo da molécula de
peroxido de hidrogénio, sendo mais evidente no intervalo entre 20 e 30°C, mas
tendo aumento a cada intervalo de temperatura para cada instante da reacédo de

degradacéao do farmaco pelos radicais formados.

Degradacdo do Cloridrato de Doxiciclina por Per6xido de Hidrogénio com e

sem Adicdo de ions Fe?", com e sem Incidéncia de Luz Natural

As concentragfes residuais finais de farmaco sdo semelhantes para duas
condi¢cbes extremas: (1) Ch2020 = 10.000 mg/L, sem adicdo de ion ferroso e exposto

a luz natural e (2) Ch2020 = 500 mg/L, com adicéo de ion ferroso e protegido da luz
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natural. Devido a acéo catalitica do ion ferroso foi possivel a utilizagdo de menores
quantidades de perdxido de hidrogénio e obter a mesma concentragdo residual final
de farmaco em tempo menor.

A luz natural potencializa a degradacédo do farmaco em ambos 0s casos, mas
devido a impossibilidade experimental durante a realizacdo deste trabalho de
mestrado para sua quantificagdo, optou-se por estudar apenas o processo Fenton

térmico (sem incidéncia de luz natural ou radiacédo UV).

Degradacdo do Cloridrato de Doxiciclina por Peréxido de Hidrogénio em

Diferentes Concentracdes, com Adicio de ions Fe?', sem Incidéncia de Luz

A concentracao residual final minima de farmaco foi obtida para Cp202,0 = 625
mg/L. Para concentracfes maiores € favorecido o consumo dos radicais hidroxila

pelas moléculas de perdxido em excesso no meio.

Degradacdo do Cloridrato de Doxiciclina por Peréxido de Hidrogénio, com

Adicdo de Diferentes Concentracdes de ion Fe?*, sem Incidéncia de Luz

A concentracéo residual final minima de farmaco foi obtida para Cre?* = 70
mg/L, acima desta concentracdo, os resultados indicam que houve diminuicdo da
capacidade oxidativa, provavelmente devido ao sequestro dos radicais hidroxila

exercido pelo excesso de fons Fe** e Fe** no meio.

Oxidacdo do Cloridrato de Doxiciclina no Processo Fenton, Influéncia da

Temperatura, sem Incidéncia de Luz.

O processo Fenton é mais eficiente em temperaturas proximas da ambiente,
entre 20 e 30°C, acima desta temperatura, ocorre diminuicdo da capacidade
oxidativa do processo sobre a molécula de cloridrato de doxiciclina devido ao

aumento da competicdo entre as moléculas presentes no meio.

Planejamento Fatorial

E possivel afirmar que o método utilizado é valido e se mostra eficiente para a
degradacdo do farmaco nas condicbes propostas pelo planejamento DCCR e pH
natural do meio na faixa entre 2,7 — 3,0, Cre>" = 25 mg/L, Chzo2 = 611 mg/L e

Temperatura = 35°C, pois a molécula do farmaco apresentou concentracéo
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virtualmente nula ao final do processo, apesar de obter apenas 40,9% de

mineralizagdo dos compostos organicos em solugéao.

Concentracdo do ion Fe?* durante o Processo Fenton

O ion ferroso participa do processo apenas nos instantes iniciais, sendo apos
20 minutos totalmente consumido, sendo indetectavel apés este periodo.

Comparacdo dos Resultados do Ponto Central do Planejamento DCCR com

0s Resultados da Melhor Condicdo Operacional Determinada pelo Planejamento

Fatorial.

Através do aumento da concentracao de peroxido de hidrogénio, a diminuicéo
da concentracéo inicial de ions ferrosos e aumento da temperatura, como proposto
pelo planejamento fatorial, a carga organica da solugéao foi reduzida para 40% em
comparacao aos 30% que eram obtidos com a condigdo proposta para 0 ponto

central.

Influéncia do pH na Concentracdo Residual Final de Doxiciclina,

Chpoxi.HCl.Residual Final,__Concentracdo Residual Final de Peréxido de Hidrogénio,

CH202.Residual.Final, € Carbono Organico Total Final, COTFjnal

A menor concentracao residual final de doxiciclina e de COT foi obtida para
pH entre 2,0 e 3,0.

Influéncia da Temperatura, Concentracdo Inicial de Fe?', CreZto, €

Concentracao Inicial de Peréxido de Hidrogénio, Cpoo2.0, Na Concentracdo Residual

Final de Doxiciclina, Cpoxi.HclResidualFinal,_COncentracdo Residual Final de Perdxido de

Hidrogénio, Cy202 Residual.Final, € Carbono Organico Total Final, COTgina

As trés variaveis (Cro02, Cre?” € T) exercem efeito significativo. Com base na
anélise de residuos do software Statistica®, as variaveis que mais influenciam o
processo sd0 Chaoz € Cre?', respectivamente. A melhor condicdo determinada pelo
planejamento fatorial foi Cre”" = 25 mg/L, Cioo2 = 611 mg/L e T = 35°C. Para estas
condi¢cbes obteve-se a menor concentragao residual final de cloridrato de doxiciclina

e de COT, que foram de 1,1 e 32,8 mg/L, respectivamente.
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Influéncia da Razdo Molar [Fe®*'/H,O,] sobre a Cpoxi.Residual,_CH202.Residual_€

COT.

A menor concentracao residual final de doxiciclina e de COT foi obtida para
razdo molar [Fe®*/H,0,] = 0,1. Para razdes molares diferentes, a formacdo e
consumo dos radicais hidroxila é deslocada, estimulando o consumo do radical,
interferindo de forma drastica no potencial de oxidacdo da molécula organica,

diminuindo o rendimento do tratamento.

Influéncia da_Razdo Molar Constante [Fe**/H,0,] sobre a CpoxiRresidual;

QHZOZ Residual € COoT

Quando mantida a mesma razao molar, mas alterando a concentracao inicial
de cada reagente de Fenton na reacdo, quando em alta concentracdo dos reagentes
as reacdes de consumo do radical hidroxila sao favorecidas, promovendo uma
menor mineralizagdo dos produtos de degradacdo intermediarios da oxidagdo do
cloridrato de doxiciclina. Quando a concentracdo dos reagentes € baixa, ocorre

formacdao insuficiente de radicais para a diminuicdo da carga organica da solucéao.

Ensaio de Longa Duracao

A mineralizacdo do meio é pouco influenciada pela adicdo de mais reagente
de Fenton ao meio, havendo gradativa, porém pequena diminuicdo da COT para a
alta quantidade de peroxido de hidrogénio e ions ferrosos necessarias para esta

gueda.

Influéncia do Bombeamento de Ar no Processo Fenton

A adicdo de oxigénio através do bombeamento de ar durante o0 processo
mostrou-se particularmente importante por ser uma alternativa barata e mantendo o
mecanismo de oxidacdo em cadeia pela formacdo do radical hidroperoxila (HO2e)
através da reacdo do radical organico (ROH®) com o O, aumentando a

mineralizacdo do meio.

Avaliacdo da Concentracdo Inibitéria Minima Exercida pelo Residuo da

Degradacdo do Cloridrato de Doxiciclina e Avaliacdo da Citotoxicidade do Residuo

da Degradacdo do Cloridrato de Doxiciclina
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A avaliacéo da citotoxicidade do residuo e da Concentracado Inibitéria Minima
(CIM) pela Escherichia coli mostraram que o cloridrato de doxiciclina teve suas
caracteristicas antibidticas neutralizadas, sendo viavel o tratamento pelo processo

proposto nas condi¢cdes propostas pelo planejamento fatorial DCCR.

Produtos de Degradacao da Doxiciclina

Os produtos de degradacéo, analisados através de espectrometria de massa,
sugerem que a molécula é fragmentada em locais pouco especificos, obtendo-se
moléculas com baixa relacdo massa/carga e que estas podem reagir entre si,

originando moléculas mais estaveis.

A reducdo maxima alcancada neste trabalho foi de 44% da COT inicial e
desta forma, o processo Fenton se aplica a um processo global de tratamento de
efluentes como um processo intermediario que reduz a toxicidade e a carga organica
e adéqua o efluente para uma etapa posterior, principalmente pela inativacdo das
propriedades antibidticas que poderiam ocasionar 0 processo de resisténcia
bacteriana a este antibiotico e uma possivel biodegradagdo da molécula organica

residual.

7. Sugestdes para o Prosseguimento do Trabalho

-Estudar o tratamento de efluentes reais pelo processo Fenton.

-Avaliar a degradagdo da molécula de cloridrato de doxiciclina através de
outros POAs, como, por exemplo, foto-Fenton solar, ozénio, UV, TiO, solar/UV e
suas combinagbes: foto-Fenton/UV/Luz Negra, O3/UV/H,O,, comparando-se 0s
resultados obtidos e a aplicabilidade destes.

-Identificar os produtos de degradacao da doxiciclina pelo processo Fenton.

-Fazer a avaliacdo econb6mica do processo, considerando o consumo de
peréxido de hidrogénio, sulfato ferroso e tratamentos posteriores devido a formacao
de lodo de hidréxido de ferro.

-Avaliar a acdo bioldgica dos sub-produtos.

-Estudar a biodegradabilidade do efluente gerado
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-Avaliar a toxicidade do efluente gerado com outros organismos como por ex.,
Staphylococcus aureus, Dafnia magna, Vibrio fischeri, Pseudokirchneriella
subcapitata.

-Estudar a degradacao para concentracfes menores, na faixa de pg/L.

8. Publicacbes dos Resultados

As publicagbes decorrentes deste trabalho de mestrado encontram-se no
Apéndice D.
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Apéndice A

Figuras e tabelas de todos os experimentos demonstrados na forma de graficos para
a elaboracao do trabalho.

0,200 - y = 2,663E-03x
R? = 9,965E-01

Abs (390nm)

o
o
o
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S
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0 20 40 60 80 100 120
CDoxi.HcI (mg/l—)

Figura 01 — Curva de calibracdo para determinacdo da concentragcdo de doxiciclina HCI.

Tabela A — Concentracdo de cloridrato de doxiciclina com e sem adicdo de solu¢éo inibidora do
sistema Foto-Fenton.

Abs sem inibidor

Abs com inib. de

Cooxiner (MY/L) dgggg;?)n Fenton (390nm)
0,000 0,000 0,000
10,000 0,009 0,031
20,000 0,022 0,074
40,000 0,088 0,147
60,000 0,129 0,213
80,000 0,174 0,290
100,000 0,247 0,362
Tabela B — Resultados das areas dos picos para cada concentragdo da curva de calibracao.
Cooxincl (mg/L) Area relativa dos picos
0 0
10 89075
20 174274
40 366793
60 564754
80 754427

100 888219
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Tabela C - Resultados de concentragdo de cloridrato de doxiciclina residual e de perdxido de
hidrogénio (T = 20C).

Cloridrato de doxiciclina + H.0 Cloridrato de
H,0, 2~z doxiciclina
Tempo (h)
CH202 (mg/I—) ?%OSI/ES:I CH202 (mg/L) CDOXi.HCl (mg/L)
0 10.000 100 10.000 100
1 9670 77,7 10021 92,4
2 9670 58,3 9670 97,4
3 9670 46,2 10021 90,9
4 9318 45,8 9846 99,2
5 9494 43,0 9670 98,1
6 9494 36,2 9846 96,6
7 9670 35,4 9670 98,4
8 9846 36,2 9670 97,7
9 9670 34,4 9670 95,9
24 9635 37,6 9529 90,6

Tabela D - Resultados de concentracao de cloridrato de doxiciclina residual e de peréxido de
hidrogénio (T = 30C).

Cloridrato de doxiciclina + H.0 Cloridrato de
H,0, 22 doxiciclina
Tempo (h) c—
Creo: (mgi) (Y Cheo: (MGL)  Coodncr (MGIL)
0 10.000 100 10.000 100
1 9.483 39,5 9841 98,6
2 9.841 32,8 9841 96,9
3 9483 19,0 9841 96,6
4 9304 21,7 9841 97,2
5 9662 16,6 9841 97,6
6 10020 12,2 9841 97,1
7 9662 13,8 9841 96,9
8 9483 15,0 10020 89,5

Tabela E - Resultados de concentracéo de cloridrato de doxiciclina residual e de perdxido de
hidrogénio (T = 40C).

Cloridrato de doxiciclina + H.0 Cloridrato de
H,0, 22 doxiciclina
Tempo (h) o
Cro: (mglt) Y Cieo: (ML)  Coouincr (MYIL)
0 10.000 100 10.000 100
1 9670 36,9 10021 91,8
2 9670 28,7 9670 94,4
3 9494 22,9 9846 96,7
4 9494 14,7 10021 98,0
5 9494 9,8 10021 97,0
6 9494 13,4 9846 98,6
7 9318 12,1 10021 97,0
8 9318 12,1 10021 96,7
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Tabela F - Resultados de concentragdo de cloridrato de doxiciclina residual e de peroxido de
hidrogénio (T = 50C).

Cloridrato de doxiciclina + H.0 Cloridrato de
H,0, 2~z doxiciclina
Tempo (h) c
Ch:0. (Mg/L) (r?]oé“/'i;l Ch:0. (Mg/L) Cpoxitc (Mmg/L)
0 10.000 100 10.000 100
1 9142 47,1 9846 90,9
2 9670 30,7 9846 89,3
3 9670 25,2 9846 93,9
4 9846 22,9 9846 94,5
5 9846 23,2 9670 92,9
6 10021 22,9 9846 92,2
7 10021 22,6 10021 91,9
8 10021 22,9 9846 92,2

Tabela G - Resultados de concentracéo de cloridrato de doxiciclina residual e de peréxido de
hidrogénio (T = 60C).

Cloridrato de doxiciclina + H.0 Cloridrato de
H,0, 22 doxiciclina
Tempo (h) C
Crio: (mglt) Cheo: (ML)  Coouincr (MYIL)
0 10.000 100 10.000 100
1 9846 34,6 10021 89,4
2 9670 32,2 10021 94,6
3 9670 28,6 10021 92,2
4 9846 26,2 10021 100,2
5 9846 27,4 10021 98,2
6 10021 26,6 10021 96,6
7 9318 23,1 9846 99,4
8 9670 23,8 10021 96,6

Tabela H - Resultados de concentracao de cloridrato de doxiciclina residual e de peréxido de
hidrogénio (T = 70C).

Cloridrato de doxiciclina + H.0 Cloridrato de
H,0, 22 doxiciclina
Tempo (h) c
Creo: (mg/) (Y Cho:(mgl)  Cooumcr (MG/L)
0 10.000 100 10.000 100
1 9791 28,3 10021 93,6
2 9846 23,0 10021 93,6
3 9846 23,0 10021 94,2
4 9670 18,8 10021 97,4
5 9494 11,2 9846 93,9
6 9670 14,1 10021 98,3
7 9846 13,2 10021 99,5
8 9670 14,1 9846 98,3
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Tabela | — Concentracdo de cloridrato de doxiciclina residual (T=30°, Cr.”"=70mg/L)

Exposto a Luz Natural

(Processo Foto-Fenton) Protegido da Incidéncia de Luz

Tempo de Com Adicdo de Sem Adicdo de Com Adicdo de  Sem Adicdo de
amostragem (min) Fe Fes Fe Fe

Cooxitct (MY/L)  Cpoxivct (MY/L)  Cpoxita (MA/L)  Cpoxinel (MY/L)

0 100,0 100,0 100,0 100,0
60 48,1 59,4 58,3 55,6
120 9,3 27,9 54,8 48,5
180 5,0 22,2 47,3 49,7
240 3,0 19,9 48,9 50,5
300 2,0 19,6 39,0 50,1
360 - 15,9 35,5 49,7
420 - 16,3 30,0 50,5
480 - 15,6 22,5 41,4
540 - 16,3 26,4 50,1

Tabela J — Concentracdo de perdxido de hidrogénio (T=30°, Cg.>'=70mg/L)
Exposto a Luz Natural
(Processo Foto-Fenton)

Protegido da Incidéncia de Luz

Tempo de Com Adicdo de Sem Adicdo de Com Adicdo de Sem Adicdo de
amostragem Fe?* Fe? Fe? Fel*
(min)
CH202 (mg/L) CH202 (mg/L) CH202 (mg/L) CH202 (mg/L)
0 500 10.000 500 10.000
60 92 9841 92 9841
120 74 9305 46 9841
180 55 9841 37 9662
240 37 9483 27 9841
300 37 9483 37 9841
360 46 9483 37 9662
420 37 9662 37 9841
480 46 9483 46 9662

540 46 9305 37 9841
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Tabela K — Concentracao de cloridrato de doxiciclina residual e peréxido de hidrogénio em meios
contendo diferentes concentragdes iniciais de H,O, (T=20°C, Cpoxinci inicial = 100mg/L e CFeZ+:7Omg/L).

Ch202.1nicial (Mg/L)

Tempo 50 100 250 375 500 625 750 5000
(Min)  Cpoxinci  Cpoxicl  Cooxidcl  Cooxidcl  Cooxidcl  Cooxidcl  Cooxircl  CooxiHcl
(mg/L) (mg/L) (mg/t) (mg/lL) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
60 84,8 73,4 0,8 3,2 11,0 2,0 9,7 15,2
120 69,4 52,1 2,8 7,3 10,0 6,1 4.8 10,5
180 56,5 44,8 4.4 4,8 6,8 4.4 4,8 6,3
240 41,9 45,5 4,0 3,6 3,6 4.4 2,4 6,8
300 43,0 44,8 3,2 5,2 5,3 2,0 3,2 8,4
360 38,2 38,9 4,0 2,8 3,9 1,2 3,2 7,9
Tempo Chz02 Chz02 Chz02 Ch202 Ch202 Ch202 Ch202 Ch202
(min) (mg/lL) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/lL) (mg/Ll)
0 50,0 100,0 250,0 375,0 500,0 625,0 750,0 5000,0
60 55,7 46,4 27,8 37,1 18,6 55,7 46,4 2021,9
120 46,4 46,4 37,1 27,8 18,6 37,1 37,1 1582,4
180 46,4 46,4 37,1 55,7 27,8 37,1 37,1 1318,7
240 46,4 46,4 46,4 37,1 37,1 27,8 37,1 879,1
300 46,4 46,4 46,4 37,1 27,8 37,1 37,1 439,6
360 55,7 46,4 46,4 55,7 37,1 46,4 46,4 445,3
Tabela L — Concentragéo de cloridrato de doxiciclina residual e peroxido de hidrogénio em meios
contendo diferentes concentracdes ions ferroso (T=20°, Cpoyinci iniciat = 100mg/L e Cp,0,=500mg/L).
Concentracéo de Fe 2z (mg/L)
Tempo 1 5 10 20 35 50 70 90 120 250 500
(mln) CDoxi.HCI CDoxi.HCI CDoxi.HCI CDoxi.HCI CDoxi.HCI CDoxi.HCI CDoxi.HCI CDoxi.HCI CDoxi.HCI CDoxi.HCI CDoxi.HCI
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
0 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
60 65,2 7,7 9 14,5 11,4 8,1 11 8,1 2,6 15,8 2,9
120 63 11,9 9 8,9 7,4 6,2 10 4.5 2,2 2,9 2,2
180 52,4 9 6,4 7,3 4,1 5,2 6,8 4.4 2,2 2,2 1,1
240 23,8 4.8 55 4.4 4,1 4,1 3,6 3,3 0,6 1,9 1,1
300 14,1 4,2 3,2 0,4 3,7 4,8 53 2,5 0 0,4 1,5
360 14,8 3,2 3,9 0,8 4,4 4,1 3,9 1,8 0 0,7 0
Tempo  Cpzoz Chzo2 Chz202 Chz02 Chz02 Chz02 Chz02 Chzo2 Chzo2 Chzo2 Chz202
(min)  (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
0 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500
60 529 362 325 46 83 46 56 37 19 9 19
120 473 325 288 74 37 37 46 37 19 19 28
180 464 362 278 74 37 37 28 28 19 19 28
240 492 334 297 83 28 37 28 28 19 9 28
300 482 334 306 46 46 46 56 56 19 19 9
360 492 334 315 65 37 37 56 37 19 19 19




140

_ . Juod
G'0 0'c B
. . Oriped
6v.85'0 £290S‘S oInsaq
1€ T°.€ 09¢
£ 8'/2 00€
. . . . . . . . . . . . ‘JUoD
6'T T'2€ ove 8'0 6'6 §'C vy €T 6'9 8'0 6'9 6'0 9'1T B
. _ _ _ . . . . . _ _ _ oeiped
6'T T'28 08T  9€/28'0 8Y¥8'OT 289SL'C EVO6LY OEVKY'T E€EV.S'L 606/8'0 EEVLS'L EESTOT E€VL9TT oo
8'c T'2€ 0zZ1 €C A €T 8'/¢ 29 8'/e 00T T°.€ 8'c v'or 09¢
6'T T'LE 06 6'E L'GS L'9 8'/¢ 9's 8'/2 9'6 T'LE 8's L'SS 00€
T'e T'2€ 09 0'c 6'79 z's 8'/2 €'s 9'gT eTT T'2€ Z'y 8'/2 ove
€' T'2€ oY 6'v 6'79 8's 8'/¢ ¥'0T 8'/2 6'LT 8'/2 1'8 8'/2 08T
8'c T'LE 0z ey 7'or 9'0T 9'8T L'8 9'gT 8'/2 v'ee v'op 0ZT
9'y 8'c6 g (> T'L8 e'ee 9'8T 8'/2 £'6 G'vS 9'gT 1'69 L'SS 09
0'00T 0'00S 0 0'00T 000§  0'00T 0'00S  0'00T 0005 000T 0°00S 0°00T  0'00S 0
(bw)  (ow)  (ww)  ow)  ow)  Qow)  Qow)  ow)  ow)  (bw) - (bw) - (/bw) - (7/bw) ()
_UI._xon_O NONIO OQEOF _UI._xon_O NONIO _UI._xooO NONIO _OI._xon_U NONIO _UI._xoDO NONIO _OI._xoDO NONIO OQEO._.
D00t D00t D00€ 0002 D001 D00

"(1/6wo0s=""*2 8 /6w 02T=,,°4D "1/BwEOT =°H*°dD) seinjesadwa) sajuaIBip WS olugbolply ap opixglad a [enpisal euldIdIXop ap OJeIpliojd ap oede.uaduo)d — N ejage L



141

Tabela N — Concentracéo de cloridrato de doxiciclina residual em diferentes temperaturas sem
perdxido (Cpoxinc= 100mg/L e Cre>*=120 mg/L).

0°C 10°C  20°C __ 30°C __ 40°C 20°C
Tempo
(mir?) poxiHo!  CpoxiHcl  Cpoxinel  Cooxivcl  Cpoxinct Tempo  Cpoyinc
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (min) (mg/L)
0 1000 1000 1000 1000 _ 1000 0 100.0
60 71,4 70,1 85.0 83,8 80,5 5 71,2
120 1109 864 1100 723 80,9 20 715
180 84,4 63,8 1221 796 80,9 40 69,2
240 1071 841 1377 687 71,0 60 70,8
300 81,0 69,4 1443 7173 75,0 20 73,5
360 97,9 648 1138 713 74,3 120 77.3
Desvio 135346 10,0561 16,0649 147688 2,11363 180 70.8
Padrao
Interv.— 154 9,2 14,7 14 1.9 240 76,9
Conf.
300 73,5
360 71,5
Desvio
Padrédo 2,7286
Interv.
Conf. 2.5

Tabela O — Concentracao de peroxido de hidrogénio em diferentes temperaturas sem cloridrato de
doxiciclina (Cre>*=120 mg/L e Cy.0,=500mg/L).
0°C 10°C 20°C 30°C 40°C 40°C

Tempo
(mir?) Ch202 Ch202 Ch202 Chz02 Ch202 Tempo Chz02
(mg/L) (mg/L) (mg/l) (mg/L) (mg/L) (min) (mg/L)
0 5000 5000 5000 5000 _ 500,0 0 500,0
60 3618 186 9,3 9,3 176.3 5 408,2
120 3525 18,6 9.3 9.3 64,9 20 287.6
180 3340 27,8 9,3 9,3 46,4 40 194.8
240 3247 278 9.3 18.6 37.1 60 139.1
300 3247 278 9,3 9,3 37.1 90 92,8
360 3340 371 9.3 9,3 37.1 120 55,7
Desvio 1 o.43 698319 0 378716 463831 180 46,4
Padrao
Interv. 144 64  #NUMI 35 4,2 240 37.1
Conf.
300 37.1
360 37.1
Desvio
oo 38,7805
Interv. 32.9

Conf.
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Tabela T — Resultados apresentados para ensaio de consumo de ions ferrosos no processo Fenton
(Cpoxinc = 100 mg/L; Cypor = 611 myg/L; Cpez+ =25 mg/L e T = 35°C).

Tempo Cr®*1  Cre?*2  Cre?' 3 I\éidzlfl
H e
(min) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
0 24,5 249 24,0 24,5
1 10,6 13,8 12,0 12,1
2 7,9 9,7 7,5 8,4
3 6,8 8,1 6,5 7,1
4 5,2 6,6 50 5,6
5 50 6,2 4,8 5,3
6 - 51 4,5 4,8
7 - 5,5 4,4 4,9
8 - 50 4,5 4,7
9 - 3,8 3,7 3,8
10 - 4,0 3,5 3,8
15 - 15 1,6 1,6
20 0 0 0 0,0
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Tabela U — Resultados apresentados para influéncia do pH do meio (Cpoyinc = 100 mg/L; Cpoop = 611
mg/L; Cee”" = 25 mg/L e T = 35°C).

Cpoxi.HCl Reducgao
Tempo (min)  C w202 (MQ/L) (mg/L) COT (mg/L) de COT (%)
pH 1,00
0 606,2 91,9 54,97 0
5 545,5 16,2 55,81
20 476,3 15,8
40 415,6 12,9
60 389,7 12,9
90 346,4 8,9
120 329,0 7,3 46,63 15,2
180 268,4 44
240 259,8 6,1 45,89 16,6
pH 2,00
0 606,2 95,1 54,89 0
5 381,0 7,2 48,87 11,1
20 277,1 7.6
40 207,8 4.8
60 173,2 5,6
90 129,9 44
120 103,9 4.4
180 69,2 3,2
240 60,6 40 41.43 247
pH 3,00
0 606,2 96,4 54,89 0
5 259,8 51 37,33 32,1
20 147,2 3,9
40 86,6 2,3
60 77,9 0,4
90 34,6 0,0
120 17,3 1,5 32,41 41,1
180 17,3 0,8
240 17,3 0,0 32,43 41,0
pH 4,00
0 580,2 94,5 54,87 0
5 502,2 25,5 46,92 14,7
20 398,3 20,0
40 346,4 18,8
60 329,0 17,6
90 173,2 18,0
120 129,9 11,7 32,78 40,4
180 77,9 7,0

240 34,6 5,1 32,20 41,5
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Tabela V — Influéncia da temperatura do meio (Cpeyinc) = 100 mg/L; Cyao, = 611 mg/L; Cpez+ =25
ma/L)
Tempo Chz202 Chz02 Chiz02 Média Czop  Cooxiict  Cooxicl  Cooxivicr Média Cpogipc cot coT cot Média COT
(min) (mg/L) 1 (mg/L) 2 (mg/L) 3 (mg/L) (mg/L) 1 (mg/L) 2 (mg/L) 3 (mg/L) (mg/L)1 (mg/L)2 (mg/L) 3 (mg/L)
0 610 610 611 610 98.1 985 100,0 98,9 54,00 57,53 52,09 54,54
5 389 371 362 374 16,5 153 158 15,8 3928 47,78 4334 43,47
INF-01 20 274 265 276 272 10,2 47 13,0 93 40,20 40,20
(611ppm 40 212 195 207 204 9,0 34 9,9 75 36,90 36,90
H,0,: 25ppm 60 168 168 190 175 7.9 42 9,9 73 35,94 35,94
o 9 133 133 146 137 16 3,0 9,3 46 35,80 35,80
Fe™ e 20°C) 120 97 88 112 99 3,9 21 7.2 44 3444 4212 37,50 38,02
180 71 80 86 79 2,7 38 7.2 4,6 32,26 32,26
240 44 53 69 55 2,0 3,0 6,9 3,9 37,08 36,40 34,88 36,12
0 628 610 611 616 1000 98,0 996 99,2 52,16 57,36 57,81 55,77
5 202 318 336 315 116 252 138 16,9 4606 41,35 44,94 44,12
INF-02 20 177 203 215 199 9,9 6,1 6,7 76 38,50 38,50
(611ppm 0 141 133 164 146 8,9 6,9 48 6,9 36,68 36,68
H,0,: 25ppm 0 88 88 129 102 8,6 45 41 57 35,80 35,80
0 9 53 71 86 70 8,9 37 2,6 51 34,66 34,66
Fe"e319°C) 199 44 53 43 47 58 4,9 3,0 4,6 33,10 3391 37,34 34,78
180 27 35 34 32 55 33 11 33 35,20 35,20
240 27 27 17 23 5,1 2,4 1,9 31 4632 31,83 36,46 38,20
0 506 619 611 612 86,5 1010 95 94,6 51,21 54,70 54,90 53,60
5 260 301 222 261 51 12,6 5,1 76 34,18 4332 37,34 38,28
20 147 186 119 151 3,9 53 3,9 44 35,70 35,70
O.P. (611ppm 40 87 133 85 101 24 6,1 2.4 3,6 26,24 26,24
H,0,; 25ppm 60 78 106 68 84 0,4 3,2 0,4 1,3 10,70 10,70
Fe* e 35°C) El) 35 71 34 46 0,0 3,2 0,0 11 15,86 15,86
120 17 53 26 32 16 2,4 16 19 2002 37,76 3242 30,07
180 17 27 26 23 08 16 08 11 39,32 39,32
240 17 18 26 20 0,0 08 0,0 03 2008 37,78 32,44 30,10
0 592 610 611 604 98.2 985 100,0 98,9 50,13 53,63 51,34 51,70
5 239 239 362 280 11,1 12,0 7.2 10,1 37,05 4320 34,08 38,11
INF-03 20 124 97 198 140 9,0 3,9 23 51 32,97 32,97
(611ppm 40 53 53 0 35 37 47 15 33 32,87 32,87
H,0,: 25ppm 60 44 44 78 55 2,9 13 0,4 15 32,95 32,95
oo 9 35 27 60 4 2,9 0,4 11 15 30,77 30,77
Fe™ e 40°C) 120 27 18 26 23 2.1 0,9 46 25 31,11 3404 31,12 32,00
180 18 18 17 18 08 2,6 34 23 30,85 30,85
240 18 18 9 15 2,9 0,9 0.4 14 30,81 33,20 30,08 31,36
0 628 619 619 622 978 97.7 98.1 97.8 53,63 51,34 52,00 52,35
5 186 177 186 183 37 43 51 44 39,30 37,82 3870 38,61
INF-04 20 80 71 80 77 2,9 2,2 17 2.2
(611ppm 41 53 44 71 56 45 3,0 13 2,9
. 60 35 27 35 32 21 13 13 15
Hzgf’ 25ppm 90 27 27 18 24 2,5 1,3 0,8 15
Fe™ e 50°C) 120 27 18 18 21 37 04 17 1,9 3812 3190 32,18 34,07
180 18 18 18 18 21 13 25 2,0
240 18 18 18 18 25 2,2 2,1 22 3840 33,96 3246 34,94




Tabela W — Influéncia da Cy,0, do meio (Cpeyinc = 100 mg/L; Cpez+ =25mg/L e T = 35°C).
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Tempo Chizo2 Chiz02 Cipoz  MédiaCrpop  Cooxitici Cooxitict Cpoxinar  Média Cpgyipc CcoT CcoT CcoT Média COT
(min) (mg/L) 1 (mg/L) 2 (mg/L)3 (mg/L) (mg/L)1 (mg/L)2 (mg/L) 3 (mg/L) (mg/L)1 (mg/L)2 (mg/L) 3 (mg/L)
0 262 262 262 262 100,0 _ 1000 _ 100,0 100,0 5517 5517 52,53 54,29
5 95 86 103 95 17,6 136 11,6 14,2 3658 40,02 46,24 40,95
INF-05 20 52 52 52 52 92 12,1 88 10,0 3558 37,52 36,55
(262ppm 40 26 17 26 23 95 11,4 98 10,2 36,47 3535 35,91
H,0, 25ppm 60 26 9 9 14 11,4 11,0 70 9,8 3596 33,71 34,83
2 ) 17 9 9 11 44 11,4 8,1 7.9 3492 34,19 34,55
Fe™ e 35°C) 120 17 9 9 11 9,9 10,0 56 85 3571 3616 41,75 37,87
180 17 9 9 11 55 59 21 45 36,94 38,06 37,50
240 17 9 9 11 44 59 6.7 56 3837 37,21 36,05 37,21
0 500 500 500 500 1000 1000 _ 100,0 100,0 51,31 5L11 52,77 51,73
5 290 284 217 264 8,6 88 95 9,0 3834 3542 42,78 38,85
INF-06 20 145 172 130 149 45 87 73 6,8 37,46 36,36 36,91
(500ppm 40 111 112 87 103 1,7 07 6,5 3,0 36,92 36,18 36,55
H,0,: 25ppm 60 111 78 61 83 31 47 57 45 36,84 36,02 36,43
22 ) 77 43 17 46 1,0 2,9 57 3.2 36,24 37,06 36,65
Fe™ e 35°C) 120 68 26 17 37 21 2,9 6,1 37 3538 31,56 41,88 36,27
180 51 26 17 31 1,0 25 38 25 3524 30,18 32,71
240 43 26 17 29 1,0 55 3.1 3,2 37,10 30,60 34,90 34,20
0 606 519 611 612 86,5 1010 965 94,6 51,21 54,70 54,90 53,60
5 260 301 222 261 51 12,6 51 76 34,18 4332 37,34 38,28
20 147 186 119 151 3,9 53 3,9 44 35,70 35,70
O.P. (611ppm 40 87 133 85 101 2,4 6,1 2,4 3,6 26,24 26,24
H,0,; 25ppm 60 78 106 68 84 0,4 3,2 0,4 1,3 10,70 10,70
Fe? e 35°C) ) 35 71 34 46 0,0 32 0,0 11 15,86 15,86
120 17 53 26 32 16 24 16 19 2002 37,76 32,42 30,07
180 17 27 26 23 08 16 08 11 39,32 39,32
240 17 18 26 20 0,0 08 0,0 03 2008 37,78 32,44 30,10
0 743 738 738 740 1000 1000 981 99,4 57,00  5L11 58,10 55,73
5 442 388 346 392 9.4 10,6 16,4 12,2 4728 37,00 42,56 42,28
INF-07 20 274 258 101 241 6.8 72 31 57 4212 3578 38,95
(738ppm 40 186 190 130 168 52 55 39 4,9 40,98 38,90 39,94
H,0,: 25ppm 60 150 155 104 136 59 51 31 47 3878 38,60 38,69
L ) 97 121 69 9% 49 45 2,0 38 3882 3878 38,80
Fe™ e 35°C) 120 71 103 35 70 0,0 31 16 15 3800 3684 34,00 36,28
180 44 86 26 52 07 27 16 17 36,28 28,28 32,28
240 27 78 17 40 0,0 17 08 038 36,66 28,68 33,06 32,80
0 900 900 900 900 1000 1000 _ 100,0 100,0 5342 60,19 56,81 56,81
5 482 457 448 462 87 11,9 10,7 10,4 4870 4848 37,86 45,02
INF-08 20 276 293 276 281 6,5 71 53 6,3 4096 4032 31,16 37,48
(900ppm 40 215 241 207 221 2.2 18 21 2,0 3846 32,36 40,10 36,98
H,0,: 25ppm 60 172 181 172 175 2,9 6,2 15 35 3820 3724 3358 36,34
N ) 138 121 103 121 22 27 18 2,2 38,18 3058 29,62 32,80
Fe™ e 35°C) 120 95 52 43 63 18 0,9 45 24 3652 2954 33,58 33,22
180 43 17 17 26 25 18 15 1,9 36,06 3512 3584 35,68
240 26 17 26 23 22 2,1 18 2,0 3694 3562 32,04 34,87




Tabela X — Influéncia da CFeZ+ do meio (Cpoxisct = 100 mg/L; Cypo, = 611 mg/L e T = 35°C).
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Tempo Chizo2 Chiz02 Cipoz  MédiaCrpop  Cooxitici Cooxitict Cpoxinar  Média Cpgyipc CcoT CcoT CcoT Média COT
(min) (mg/L) 1 (mg/L) 2 (mg/L)3 (mg/L) (mg/L)1 (mg/L)2 (mg/L) 3 (mg/L) (mg/L)1 (mg/L)2 (mg/L) 3 (mg/L)
0 624 611 615 617 97,6 98,0 101,3 99,0 5342 59,87 5509 56,13
5 606 603 601 604 47,2 41,6 50,3 46,4 58,90 57,94 56,18 57,68
INE-09 20 563 534 539 545 20,3 24,5 17,0 20,6 56,42 56,42
(611ppm 40 520 500 513 511 16,3 19,2 16,2 17,2 52,80 52,80
H,0,: 1ppm 60 485 500 495 493 16,3 13,1 11,2 135 51,42 51,42
o 90 485 491 486 487 154 11,0 7,7 11,4 53,16 53,16
Fe™ e 35°C) 120 476 500 451 476 13,4 9,0 54 9,3 51,14 5558 47,28 51,34
180 459 482 433 458 10,2 9,4 6.6 8,7 53,68 53,68
240 459 482 433 458 9,8 9,0 7,7 8,8 51,30 56,44 4540 51,05
0 624 619 611 618 82,7 100,5 100,0 94,4 56,26 53,73 52,77 54,25
5 450 495 526 490 18,0 17,6 17,5 17,7 55,17 49,67 51,10 51,98
INE-10 20 450 433 465 450 8,2 9,6 11,7 9.8 51,69 51,69
(611ppm 41 450 424 439 438 7.4 75 10,2 8,4 50,83 50,83
H,0,; 5ppm 60 433 371 431 412 6.1 42 8.8 6,4 49,89 49,89
o 90 407 371 422 400 49 3.4 6,9 51 49,59 49,59
Fe™ e 35°C) 120 390 345 405 380 41 34 58 44 50,55 44,03 44,08 46,22
180 372 354 405 377 41 2,5 48 3.8 50,45 50,45
240 364 327 396 362 3,4 2,9 44 3,6 51,37 42,49 42,20 45,35
0 606 619 611 612 86,5 101,0 96,5 94,6 51,21 54,70 54,90 53,60
5 260 301 222 261 5,1 12,6 5,1 7.6 34,18 43,32 37,34 38,28
20 147 186 119 151 39 53 39 44 35,70 35,70
O.P. (611ppm 40 87 133 85 101 2,4 6,1 2,4 3,6 26,24 26,24
H,0,; 25ppm 60 78 106 68 84 0,4 3,2 0,4 1,3 10,70 10,70
Fe?" e 35°C) 90 35 71 34 46 0,0 32 0,0 1,1 15,86 15,86
120 17 53 26 32 1,6 2,4 1,6 1,9 20,02 37,76 32,42 30,07
180 17 27 26 23 0,8 1,6 0,8 1,1 39,32 39,32
240 17 18 26 20 0,0 0,8 0,0 0,3 20,08 37,78 32,44 30,10
0 611 619 632 621 100,0 100,6 97,8 99,5 5450 59,87 58,01 57,46
5 119 159 217 165 11,4 73 17,0 11,9 41,81 41,38 41,76 41,65
INF-11 20 60 a4 43 49 10,7 35 135 9,2 38,33 38,33
(611ppm 40 34 35 26 32 53 31 4,3 4,2 35,77 35,77
H20,; 60 34 35 26 32 6.8 31 1,9 3,9 37,65 37,65
62,5ppm Fe 2" 90 26 27 17 23 46 23 0,0 23 36,21 36,21
e 35°C) 120 26 27 17 23 2,8 15 0,4 1,6 36,83 39,38 39,80 38,67
180 26 27 17 23 1,8 0,4 1,2 1,1 38,65 38,65
240 26 27 17 23 3,6 0,4 0,0 1,3 36,71 40,20 40,32 39,08
0 611 598 654 621 100,0 80,6 100,5 93,7 50,79 53,73 53,61 52,71
5 172 173 133 159 6,8 45 115 7.6 37,12 42,01 39,46 39,53
INF-12 20 34 69 a4 49 56 2,0 1,3 3,0 35,42 35,42
(611ppm 40 34 52 35 41 4,9 2,9 2,5 3,4 33,78 33,78
H205; 60 34 35 35 35 49 25 0,8 2,7 35,08 35,08
96,7ppm Fe 2* 90 26 26 27 26 46 37 1,3 32 33,56 33,56
e 35°C) 120 26 17 27 23 37 2,0 1,3 23 31,98 39,99 37,36 36,44
180 26 17 18 20 1,9 1,6 1,7 1,7 33,92 33,92
240 17 17 18 17 3,7 1,2 0,8 1,9 36,04 4159 36,34 37,99
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Tabela AA — Ensaio de longa durac@o (Cpoyxinc = 100 mg/L; Cyzo, = 611 mg/L; CFeZ+ =25mg/lLeT=

35°C).
Tempo (min) [H ,0,] (mg/L) [Doxi] (mg/L) Fe toml [TOC] (mg/L) teorico 54,897
0 619 101,0 29,7 54,695
5 301 12,6 43,320

20 186 53

40 133 6,1

60 106 3,2

90 71 3.2

120 53 2,4 37,76
180 27 1,6

240 18 0,8 24,9 37,78
1435 18 0,8 24,4 36,520
1440 619

1445 530 0,0 37,700
1500 248

1560 88 36,58
1620 53

1680 27 49,6 34,28
2865 9 31,328
2870 548

2875 416 32,224
2930 150

2990 71 30,176
3050 53

3110 35 29,8
4335 18 29,840
4340 575

4345 354 29,228
4400 133

4460 80 31,416
4520 44

4580 35 28,7
8715 18 28,6
8720 566

8725 345 29,356
8780 168

8840 106 25,816
8900 62

8960 35 30,672
10070 18 30,340
10075 601
10080 416 29,412
10135 150
10195 53 27,752
10255 35
10315 27 29,2
11490 18 28,356
11495 610
11500 469 27,452
11555 150
11615 53 25,988
11675 44
11735 27 26,964
12955 18 26,840
12960 601
12965 424 25,396
13020 133
13080 53 26,6
13140 35
13200 27 27,036
14395 18 26,660
14397 619
14402 469 27,700
14457 133
14517 53 25,68
14577 35

14637 27 24,8
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Apéndice B
Graficos de CLAE acoplado a detector de UV-Vis (A = 350 nm), sendo identificado
como pico de absor¢éo da doxiciclina em tempo de retencéo na coluna em 7,5
minutos.
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Apéndice C

Graficos obtidos a partir da analise de LC-MS-IT-TOF utilizando Coluna shim pack
vp ¢18 50mm comprimento 2mm didmetro tamanho de particula 2um, fluxo
isocratico 0,2mL/min MeOH/H,O com 0,1% acido acético (50:50).
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Cromatograma 60 segundos degradacao 100 mg/L
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Espectro de massas tempo de retengéo 0,9min
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Espectro de massas tempo de retencéo 0,9min
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