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RESUMO: As industrias farmacéuticas que produzem antibidticos B-lactdmicos — PALAVRAS-CHAVE: o

. . . . ~ . inativacdo; hidrélise; antibioticos;
necessitam de métodos para inativacdo dos residuos gerados durante o processo e

. . . 5 o ; B-lactamicos; residuos.
produtivo. Residuos de processo, sobras analiticas sdao potenciais contaminantes,
mesmo quando sdo lancados diretamente as estacdes de tratamento de esgoto
industrial. Considerando que o processo de tratamento de esgoto convencional utiliza  ;y0rps:
olodo ativado, ou seja, processo pelo qual a degradacao de matéria organica é feita por  inactivation; hydrolysis;antibiotics;
meio de microrganismos aerdbicos e anaerdbicos, o desprezo residual com presenca de ~ B-Lactamjresidues.
antibidticos cuja funcao é inibir o crescimento bacteriano ou matar bactérias causard um
desequilibrio na microbiota funcional das estagdes de tratamento de esgoto industrial.
Uma maneira de inibir a acdo destas moléculas no meio ambiente é a sua inativacéo,
que facilmente é viabilizada por hidrélise em meio alcalino, sendo comprovada por
testes cromatograficos e microbiolégicos. Dentro desta proposta a inativacdo por

hidrolise alcalina de antibiticos [B-Lactamicos (cefalosporinicos e penicilamicos)
éviavel e eficaz.

ABSTRACT: The pharmaceuticals industries that work with the production of antibiotics

B-lactam needs some methods to inactivate the residues produced inside all the
productive chain. Process residues, analytical leftovers, should be considered as a big
capacity contamination product even when launched directly in the industry sewer
treatment station. Considering that the conventional sewer treatment process use
the activated slim, in other words, by which process degradation of organic matter
is done throughout aerobics and anaerobic microrganisms, the residual contempt in
the antibiotics presence whose function is to inhibit the bacterial growth or kill the
bacteria will promote a imbalance in the functional microbial from the industry sewer
treatment stations. Within this proposed the inactivation by alkaline hydrolysis of

antibiotics B-lactam (cephalosporin and penicillin) is viable and effective, and proved
throughout chromatographic and microbiological tests.
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Inativagdo por hidrdlise alcalina de antibidticos B-lactamicos, cefalosporinicos e penicilamicos

1. INTRODUCAO

Em 1928, Alexander Fleming, que trabalhava no Hospital St. Mary, em Londres, observou
que uma placa de cultura na qual estavam crescendo estafilococos havia sido contaminada
por um fungo do género Penicillium e que, na vizinhanga do fungo, o crescimento bacteriano
havia sido inibido. Fleming isolou o fungo em cultura pura e demonstrou que ele produzia
uma substancia antibacteriana, que denominou penicilina. Florey e Chain e colaboradores
em Oxford, em 1940 demonstraram que a penicilina apresentava poderosas propriedades
quimioterdpicas em camundongos infectados, além de ser atéxica. Seus notaveis efeitos
antibacterianos nos seres humanos foram claramente demonstrados em 1941(PEREIRA;
PITA, 2005).

As penicilinas sao antibidticos extremamente eficazes, sendo amplamente
utilizados e que possuem a seguinte estrutura quimica geral mostrada na (figura 1). Os
antibioticos possuem a seguinte classificacdo: Antibiéticos B-Lactamicos (Classicos e Nao
Cléssicos); Cefalosporinas; Cloranfenicol; Tetraciclinas; Polipepitidicos; Aminociclitdis
Aminoglicosideos e Macrolideos (RANG, DALE e RITTER 1997).
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Figura 1. Forma estrutural geral da penicilina.

Fonte: CALIXTO; CAVALHEIRO, 2012.

Uma das grandes preocupagdes ambientais estd na presenca de produtos farmacéuticos
em estacdes de tratamento de esgoto e posteriormente nos rios e mananciais, produtos
farmacéuticos estes que em sua maioria tem grande persisténcia quimica, resisténcia
microbiana, e muitas vezes efeitos sinérgicos, que levam as implicacdes toxicolégicas.
Apesar das baixas concentracdes presentes nos efluentes o lancamento destes produtos sem
tratamento pode provocar efeitos adversos na vida aquatica, causando danos tanto a satide
humana quanto a ecologia aquética (ONESIOS, YU e BOUWER, 2009).

Algumas toneladas de medicamentos sao produzidas anualmente com aplicacdao

humana ou veterindria, a quantidade exata destes farmacos nao é conhecida em literatura,
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porém estima-se que boa parte destes produtos sao voltados as infeccdes bacterianas, dentre
estes farmacos destaca-se os B-lactamicos (cefalosporinicos e penicildmicos) de origem
sintéticas ou semissintéticas (BILA; DEZOTTI, 2003).

A presenca de compostos farmacéuticos e de higiene pessoal no ambiente aquéatico
tem sido objeto de preocupacao entre a comunidade cientifica. Uma forma de aporte dessas
substancias ocorre por meio dos efluentes das industrias farmacéuticas que possuem baixa
biodegradabilidade e alta toxicidade. A preocupagao com relacdo aos efluentes da produgao
industrial dos antibioticos pB-lactamicos se deve ao fato de que, os mesmos podem promover
efeitos negativos como o desenvolvimento de organismos resistentes no ambiente aquatico
(LONGHIN, 2008).

O tratamento de compostos residuais nos efluentes gerados pela indtstria farmacéutica
é complexo e depende dos processos de producdo. Efluentes com altas fra¢des de carbono
sdo facilmente biodegradaveis como os solventes e excipientes, maiores problemas sdo
gerados por quantidades baixas de compostos organicos recalcitrantes (principios ativos
dos farmacos), estes levam a um actimulo de compostos orgéanicos ndo biodegradéaveis no
ambiente (COELHO, 2008).

O lancamento de efluente contendo antibiéticos, em geral, pode levar ao
desenvolvimento de bactérias patogénicas resistentes, alterando a estrutura da comunidade
microbiana na natureza e, afetando as bactérias suscetiveis. A maior rota de exposicao, tanto
para os humanos como para animais é na ingestdo de farmacos através dos alimentos ou
agua, o que pode levar a bioacumulagdo e biomagnificacdo, farmacos ndo precisam ser
liberados de forma continua no meio ambiente uma vez que, esta liberacdo é de maneira
continua tanto pela sua utilizacdo como também por processos produtivos que ndo venham
se atentar a essa problematica (SANDERSON; THOMSEN, 2009).

Os antibidticos B-lactdmicos compdem uma importante classe de farmacos voltados
a tratamento de infecgdes bacterianas, da mesma forma com grande possibilidade de
gerar impacto ambiental devido a sua atividade biolégica especifica. No Brasil, a indtstria
farmacéutica ndo sintetiza estes farmacos, apenas manipula suas formulacdes a partir de
matéria-prima importada, este processo gera uma carga de residuos moderada variando
conforme sazonalidade de sua producdo. Os efluentes gerados por este processo possuem
baixa biodegrabilidade, pois seus componentes sdo altamente ativos e téxicos, promovendo
a inibicao da atividade de sistema de tratamento de efluentes com lodo ativado causando
problemas aos corpos receptores (COELHO, 2008).

Os microrganismos, especificamente as bactérias, produzem uma enzima chamada
de p-lactamase que favorece a sobrevivéncia de outros microrganismos sensiveis aos
antibidticos em um processo infeccioso. Observa-se que a hidrélise do anel p-lactamico

do nucleo estrutural das penicilinas, forma o acido peniciléico que fica sematividade
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antimicrobiana, ocorrendo o mesmo com as cefalosporinas e carbapénicos (TAVARES, 2001).

Algumas estratégias vém sendo utilizadas pelas indastrias farmacéuticas que buscam
desenvolver novos produtos com maior eficacia terapéutica, dentre estas inova¢des destacam-
se as modificagcOes enzimaticas e de estruturas nos antibiéticos, técnica empregadas para
vencer a resisténcia dos p-lactdmicos a p-lactamase (MOOSDEEN, 1996).

Residuos de processo, sobras analiticas devem ser considerados como um produto de
grande capacidade de contaminacdo mesmo quando sdo lancadas diretamente nas estacoes
de tratamento de esgoto industrial. Considerando que, o processo de tratamento de esgoto
convencional utiliza-se o lodo ativado, ou seja, processo de degradacao de matéria organica
por meio de microrganismos aerdbicos e anaerdbicos, o despejo de residuos com presenca
de antibiéticos cuja funcdo é inibir o crescimento bacteriano ou matar bactérias causara
um desequilibrio na microbiota funcional das estacdes de tratamento de esgoto industrial
(BRASIL, 2011).

Na cidade de Anapolis, no Estado de Goids, a Goias Industrial, érgdo do Governo
Estadual que regula as atividades industriais no Distrito Agroindustrial de Anapolis
(DAIA) estabelece em regulamentos diversos pardmetros para lancamentos de efluentes
na rede captadora, dentre esses parametros a presenca de antibidticos deve ser inibida, e
com a devida comprovagao de que o processo de inativagdo destas substancias seja eficaz
(BRASIL, 2011).

Na presente pesquisa visou-se estabelecer critérios comprobatérios de que a inativacao
por hidrdlise alcalina de antibiéticos B-lactamicos (cefolosporinicos e penicildmicos) é vidvel

e eficaz, através de testes cromatograficos e microbioldgicos.

2. MATERIAL E METODOS

A obtencdo dos dados analiticos foram divididas em duas etapas, sendo a primeira com
o objetivo de quantificar o tempo de exposicdo necessario de uma solucdo contendo
moléculas de B-lactamicos em solugdo aquosa sobre influéncia de pH alcalino, em paralelo
a quantificagdo destas moléculas através de cromatografia liquida, com metodologias
especificas para cada substancia em pesquisa.

Como parametro de avaliacdo e validagao da técnica de inativagdo por hidrélise alcalina
o teste utilizou em estudo moléculas classicas empregadas na terapéutica com grupos de
antibacterianos [-lactamicos, para isso foi escolhido as seguintes moléculas:Penicilamicos
(Amoxicilina, Ampicilina sédica, Amoxicilina + clavulanato de potassio e Piperacilina s6dica
+ Tazobactam sédico); Cefalosporinicos (Cefalotina sédica, Cefuroxima sédica, Ceftriaxona
Sodica, Cloridrato de cefepima).

Para cada molécula escolhida foi preparada uma solucdo contendo 1mg/mL de
substancia ativa em solugdo aquosa e, acrescentado uma solucdo de hidréxido de soédio
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5M para elevacao do pH até o ponto da hidrélise do anel -lactamico, pH entre 12 e 14,
através de metodologias compendiadas para cada analito e se fez a determinacdo do tempo
necessario de exposigao da solucao contendo antibi6tico a um pH alcalino, como referéncia
uma solucdo de padrdo primério da Farmacopeia Brasileira ou USP- Farmacopeia Americana
na mesma concentracao da solucao teste.

Ap6s a alcalinizacdo da solugao teste, a mesma permaneceu sob agitacao constante
para manter a homogeneidade do meio e simular a possibilidade de aplicacdo da técnica
em Estacdes de Tratamento de Efluentes (ETE’s), sendo coletadas amostras em intervalos de
tempos pré-determinados e analisadas frente a solucao padrao, até que se teve uma hidrolise
completa da molécula.

Na técnica de quantificacdo por cromatografia liquida foi empregado cromatégrafo
da marca Agilent modelo 1200, solventes, sais, colunas de separacdo, conforme monografia
disponivel em compéndios oficiais e na sua auséncia metodologias validadas, sendo todos
materiais e consumiveis necessarios fornecidos pela empresa parceira do projeto.

A devida comprovacdo da ineficacia da molécula de B-lactamico apds sofrer hidroélise
alcalina se fez pela cultura de microrganismos na presenca de antibiéticos que ndo sofreram
inativacao em comparagao as mesmas moléculas apds hidrdlise.

Ap6s determinar o tempo necessario para hidrolisar por completo a molécula teste, em
uma placa de Petri, foi colocado ImL da solugao hidrolisada com concentracao de Img/mL
de substancia ativa hidrolisada e infundido na mesma placa meio de cultura Tryptic Soy Agar
(TSA), posteriormente inoculado por Pour Plate cepas padronizadas de microrganismos.

Para cada molécula de antibiético hidrolisado foram preparadas quatro placas com
ImL da solugdo e completada com meio Tryptic Soy Agar (TSA), e em cada uma delas
Pour Plate semeado um dos seguintes microrganismos: Staphylococcus aureus (S. aureus),
Escherichia coli (E. coli), Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa), Bacillus subtilis spizizenii
(B. subtilis spizizenii) .

Como controle e parametro de avaliagao foram também preparadas quatro placas com
1mL de solucdo de cada um dos antibiéticos na concentracdo de 1mg/mL de substancia
ativa, sem que o mesmo tenha passado pelo processo de hidrélise.

A determinagdo da inativacdo das moléculas pela hidrodlise alcalina foi realizada
pelo método de contagem microbiana - Pour Plate que consiste na incubacdo direta dos
microrganismos e das substancias testes em meio de cultura Tryptic Soy Agar (TSA).

O primeiro teste verificou-se a viabilidade dos seguintes microrganismos: Escherichia
coli - ATCC 8739 (bacillus Gram-negativo); Pseudomonas aeruginosa ATCC - 9027 (bacillus
Gram. negativo); Bacillus subtilis spizizenii ATCC - 6633 (bacillus Gram-positivo) e
Staphyloccocus aureus ATCC - 6538 (cocos Gram-positivo).
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Foi transferido em duplicata 1 ml de suspensao do microrganismo, com concentracao
conhecida para placas de Petri estéreis, em seguida foi adicionado aproximadamente 20
mL de meio de cultura Tryptic Soy Agar (TSA) fundido e mantido a 45°C, com subsequente
homogeneizacao por meio de movimentos circulares. Apos solidificacao as placas foram
incubadas a 32,5°C por 48 horas.

Em sequéncia foram feitos individualmente com todos os microrganismos propostos
no presente estudo um segundo teste - (Inoculagao com farmaco inativo), foram transferidos
para as placas de Petri 1 ml do farmaco inativo e 1 ml de suspensdo microbiana, em seguida
adicionou-se aproximadamente 20 mL de meio de cultura Tryptic Soy Agar (TSA) fundido e
mantido a45°C, com homogeneizagao por meio de movimentoscirculares. Apdssolidificagao
as placas foram incubadas a 32,5°C por 48 horas.

A mesma técnica foi utilizada para o terceiro teste - (Inoculagdo com farmaco ativo)
sendo transferido para as placas de Petri ITmL de farmaco ativo e 1 mL de suspensdo
microbiana. Além disso, foram realizados os controles negativo do teste sendo adicionadas
as placas de Petri somente 20 mL de meio de cultura Tryptic Soy Agar (TSA).

Decorrido o término da incubacdo foram realizadas leituras das placas com auxilio de
um contador de col6nias. Os resultados de viabilidade do microrganismo (controle positivo
do teste) foram comparados aos demais.

Todas as placas foram incubadas a uma temperatura controlada e ideal para o

crescimento de bactérias que conforme literatura que é de 32°C £1°C.

3. RESULTADOS

A hidroélise alcalina tem a capacidade de quebrar o anel B-lactamico, desta forma mudando
a estrutura molecular da substancia. Em cromatografia liquida a mudanca na estrutura
molecular infere em uma mudanca na afinidade da substdncia pela fase estacionaria e fase
movel, desta forma o sinal gerado pelo farmaco serd perdido ou terd seu tempo de retencao
alterado, o que ira comprovar a eficcia total ou parcial da hidrdlise alcalina proposta, a
partir da utilizagdo de hidréxido de s6dio como agente alcalinizante.

De forma parecida, a hidrélise do anel B-lactamico dos antibiéticos inibe sua capacidade
antibacteriana, com a comparacao da capacidade inibitéria de crescimento bacteriano entre
substancia hidrolisada e a substancia ndo hidrolisada, foi possivel evidenciar que a técnica é
eficaz e passivel de utilizacdo em Estacdes de Tratamento de Efluentes (ETE’s), com intuito
de minimizar os danos ambientais gerados pelo desprezo de substancias com capacidade de
gerar microrganismos resistentes.

Considera-se uma solugdo alcalina, toda solugdo com pH acima de 7,0, para obter-
se uma hidroélise satisfatéria das moléculas testadas, as mesmas tiveram seu pH em meio
aquoso em concentragao de 1,0mg/mL de substancia ativa elevada acima do pH 12. A tabela
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1 mostra o pH inicial e o pH final das solucdes.

Tabela 1. pH inicial e final da solugéo de antibidticos testados.

pH de Inativacao

0 N b~ WON =

Molécula pH Inicial pH Final
Amoxicilina 5,50 12,03
Ampicilina 5,40 12,51

Amoxicilina + Clavulonato 4,90 12,44

Cefalotina 7,65 12,11
Ceftriaxona 4,80 12,33
Cefuroxima 4,30 12,45

Cefepima 4,80 12,51

Piperacilina + Tazobactam 5,80 12,17

A quantificacdo da concentracdo de uma molécula por meio de Cromatografia Liquida

de Alta Eficiéncia (CLAE) utilizando-se detector Ultra-Violeta (UV) em comprimentos de

ondas ideais é calculada, tomando como base o sinal emitido pela passagem das moléculas

pelo detector, o qual intensifica de maneira proporcional a concentracdo, gerando entao

um sinal analégico denominado pico, a drea deste pico do padrao comparada com a &rea

do pico de uma solucdo de concentracao desconhecida preparada nas mesmas condigdes,

estabelece o resultado da concentracao da substancia analisada.

As andlises das amostras diluidas na concentracdo de 1,0mg/mL utilizando-se

metodologias descritas na Farmacopeia Americana 2012 (USP 35), demonstram a hidrdlise

praticamente total em pH alcalino das moléculas testadas conforme tabela 2, com um tempo

de 2 horas nas condigdes de pH alcalino e sob agitacdo constante, observa-se um declinio

acentuado na concentracao do analito na solucao.

Tabela 2. Concentracao ativa dos antibiéticos em relagcdo ao tempo de exposicao ao pH alcalino.

Concentracao em relacéo ao tempo

0o N o o b

Molécula (%) tempo zero (%) 10 minu- (%) 30 minu- (%) 60 minutos (%) 120
tos tos minutos
Amoxicilina 100,0 35,07 16,50 7,77 0,11
Ampicilina 100,0 42,15 7,25 2,14 0,18
Amoxicilina + Clavulona- 100,0 11,20
to
2,80 1,80 0,06
Cefalotina 100,0 3,40 0,37 0,00 0,00
Ceftriaxona 100,0 9,40 3,50 2,40 0,02
Cefuroxima 100,0 8,50 2,80 2,50 0,08
Cefepima 100,0 11,20 3,10 2,50 0,04
Piperacilina+ Tazobactam 100,0 10,50
2,50 1,00 0,10

A partir de cepas mae foram realizados repiques para preparacdes das diluicdes,

para cada microrganismo foram preparados suspensdes de 107, 102 e sucessivamente até

10,sendo que para ser incubado junto aos ativos testados foi utilizado uma diluigao de 10
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onde a contagem em placa ap6s periodo de incubagao da cepa em meio de cultura Tryptic
Soy Agar (TSA) obteve contagem nao maior que 120UFC (Unidades Formadoras de Colonia)
por placa em média nas replicatas em um periodo de incubagdo sob temperatura controlada

de 32 + 0,5°C. A tabela3 mostra a média das contagens em placa para o repique utilizado.

Tabela 3. Viabilidade de Microrganismos na suspensao de 10°®.

Viabilidade do Microrganismo

B. subtilis spezizenii S. aureus E. coli P. aeruginosa
6633 6538 8739 9027
24 UFC/mL 62 UFC/mL 106 UFC/mL 08 UFC/mL

A tabela 4 mostra o nimero de colénias em média nas placas inoculadas com as cepas
testadas juntamente com as moléculas inativadas por hidrélise em meio alcalino, observa-se
que o crescimento bacteriano nao foi impedido pela presenca de nenhum dos antibiéticos
testados. Foi incubado por um periodo de 48 horas quando se realizou a contagem com

auxilio de contador de colonias.

Tabela 4. Crescimento dos microrganismos na presenca de farmacos inativos.

Crescimento Microbiano UFC/mL

TR 5. subtilis"spezi- S. aureus E. coli P. aeruginosa
zenii

Amoxicilina 10 56 122 04
Ampicilina 19 70 124 05
Amoxicilina + Clavulanato 19 58 94 06
Cefalotina 18 70 96 10
Ceftriaxona 06 76 101 06
Cefuroxima 18 52 99 03
Cefepima 17 59 106 04
Piperacilina + Tazobactam 18 71 115 07

Considera-se satisfatério o crescimento bacteriano de cepas padronizadas de
microrganismos quando este obtém no minimo 70% em relacdo ao ntimero de colonias
obtidas na diluic¢do utilizada conforme resultados encontrados na viabilidade desta diluicao.
A tabela 5 mostra a nado viabilidade no crescimento bacteriano quando inoculado com a
presenca de antibidticos na sua forma ativa, ou seja, que ndo passaram pelo processo de
hidroélise em meio alcalino, observa-se que para todas as moléculas de p-lactamicos da classe
dos cefalosporinicos nao houve crescimento (NHC), o que pode ser explicado em funcdo da

sua maior especificidade frente as cepas testadas.
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Tabela 5. Crescimento dos microrganismos na presencga de farmaco ativo.

FARMACO ATIVO Crescimento Microbiano UFC/mL
B. subtilis spezizenii S. aureus E. coli P. aeruginosa

Amoxicilina <70% <70% <70% <70%
Ampicilina <70% <70% <70% <70%
Amoxicilina + Clavulanato <70% <70% <70% <70%
Cefalotina NHC NHC <70% <70%
Ceftriaxona NHC NHC NHC NHC
Cefuroxima NHC NHC NHC NHC
Cefepima NHC NHC NHC NHC
Piperacilina + Tazobactam NHC NHC NHC NHC

4. DISCUSSAO

As moléculas de antibiéticos possuem caracteristicas quimicas diversas em suas estruturas,
sendo as mesmas produzidas em larga escala e em grande variedade dentro de uma
planta fabril. As indastrias farmacéuticas geram efluentes com concentracdes residuais
dos produtos sintetizados e/ou envazados, juntamente com os solventes utilizados nos
processos e seus produtos intermediarios, os quais podem apresentar caracteristicas de nao
biodegradabilidade, e toxicidade para o meio ambiente (MASCOLO et al., 2010).

Os antibidticos em sua maioria sdo compostos polares, com estruturas quimicas e
reacoOes de alta complexidade. Possui em suas estruturas quimicas, um grande niimero de
grupos funcionais, como o 4cido carboxilico, amida, amina, &lcool, cetona, enol, fenol, tiazol,
nitro composto, derivados halogenados, sulfonamida entre outros, caracterizando uma
grande atividade quimica e biolégica dessas substancias. Os grupos funcionais propiciam
interagcOes por processos de adsor¢ao ou complexagao. Os antibidticos B-lactamicos possuem
a estrutura basica formada pelo anel B-lactamico ligado ao anel tiazolidinico, identificados
nas (figuras 2 e 3), esta caracteristica peculiar deste tipo de molécula permitiu o uso da técnica
de hidroélise em meio alcalino, que se fundamenta na capacidade do meio em hidrolisar o
anel B-lactdmico, mudando a estrutura da molécula e sua polaridade, esta condi¢dao permitiu
uma quantificagdo por meio de cromatografia liquida em relacdo tempo de exposicao ha
uma condicdo de pH alcalino (CASTIGLIONI et al., 2004).
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1 - B-Lactdmicos
2 - Anel tiazolidinico

Figura 2. Estrutura geral das penicilinas/ R1 — substituinte dosdiferentes antibidticos.

S

Fonte: VASCONCELOS, 2011.

N
Tz

O

COOH

1 - B-Lactimicos
2 - Anel tiazolidinico

Figura 3. Estrutura geral das Cefalosporinas/ R1 — substituinte dos diferentes antibiéticos.

Fonte: FERREIRA, 2007.

Em geral os antibiéticos B-lactdmicos na sua estrutura farmacoférico tém um elemento
em comum, o anel azetidinona de quatro membros, ou anel B-lactdmico. Nesta classe de
antibioticos, o anel central B-lactamico é fundido a outro anel de cinco (tiazolidinico) ou seis
(di-hidrotiazinico) membros, formando as penicilinas ou cefalosporinas, respectivamente,
este sistema composto por estes dois anéis de forma tensionada contribui para o aumento da
instabilidade quimica do anel B-lactamico, altamente suscetivel ao ataque de nucledfilos que
promovem a hidrdlise do grupo farmacoférico. A presenca da molécula em meio alcalino
promoveu a abertura do anel B-lactamico, inativando o antibiético, o que pode ser verificado
mediante os resultados obtidos em analises cromatograficas, onde em um periodo de 2
horas as diversas moléculas testadas em meio alcalino foi verificado que as concentracdes

de moléculas ativas foram reduzidas quase a zero como mostra a tabela 2, a hidrélise no anel
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B-lactdmico como previsto alterou a polaridade das moléculas e, consequentemente, sua
interacdao com a fase estaciondaria conforme o método utilizado, essa diferenga na polaridade
em relacdo a molécula original altera o tempo de retencdo ou mesmo inibe a interacdo com
a fase estaciondria, o que ocasiona total interacao com a fase mével levando a obter um sinal
em tempo de retengéo totalmente diferente da molécula original (GUIMARAES, MOMESSO
e PUPO, 2010) .

A inoculagdo Pour Plate em meio de cultura Tryptic Soy Agar (TSA) como em quaisquer
outros meios de cultura que sdo nada mais que uma associagdo qualitativa e quantitativa
de substancias que fornecem os nutrientes necessarios ao desenvolvimento (cultivo) de
microrganismos fora do seu meio natural. Com os resultados obtidos utilizando cultura
de cepas conhecidas e em concentracdes conhecidas pode ser observar que a presenca de
antibioticos in-natura junto ao indéculo impediu significativamente o crescimento bacteriano
e em algumas cepas as quais os antibidticos tém sua indicacdo terapéutica em funcdo do
seu espectro de acdo impossibilitou totalmente o crescimento bacteriano conforme tabela
5, em contra partida as mesmas moléculas nas mesmas concentragdes pos-inativagdo por
hidrélise alcalina quando inoculada junto aos microrganismos testados nao impediram o
crescimento bacteriano no meio como mostra na tabela 4 (PINTO; KANEKO; PINTO, 2010).

5. CONCLUSAO

A possibilidade de implantar uma técnica para inativacdo dos residuos que contém
antibioticos B-lactdmicos, que atenda os requisitos estabelecidos e regulamentados por
legislacoes para o lancamento de efluentes industriais em estacdes de tratamento de efluentes
que apresente confiabilidade e baixo custo norteou a pesquisa em relacao a inativagdo por
hidrélise alcalina de antibiéticos B-lactamicos.

A hidrdlise do anel B-lactamico presente nos penicildmicos e cefalosporinicos altera a
estrutura molecular diretamente em seu grupo farmacoférico impedido sua acdo bactericida
ou bacteriol6gica. Nesta pesquisa os espectros cromatogréaficos demonstraram que com
a hidroélise do anel B-lactdmico a polaridade foi modificada, exibindo com isso pico em
tempo de retencdo diferente. Deste modo a quantificacdo de ativo presente foi possivel,
uma vez que, essa quantidade é diretamente proporcional a area obtida em cada pico,
em comparagao aos picos de uma solugdo padrao ndo hidrolisada, da mesma forma com
o estudo foi possivel evidenciar a nado efetividade das moléculas hidrolisadas frente aos
microrganismos testados, sendo que ndo impediu o crescimento bacteriano em nenhuma das
cepas inoculadas, enquanto que, a inoculacdo de cepas junto as moléculas potencialmente
ativas, estas se colocaram como inibidor parcial ou total do crescimento bacteriano.

Como demonstrado, a hidrdlise em meio alcalino é eficiente, apresentando

reprodutibilidade em todas as moléculas testadas. Conforme os resultados obtidos o que
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respalda a implantacdo de um sistema que promova a hidrdlise por meio alcalino de
antibioticos B-lactamicos, atendendo as necessidades das indtustrias que geram efluentes com
a presenca destas moléculas potencialmente prejudiciais ao meio ambiente. A comprovagao
evidenciada no estudo demonstra nao somente a sua viabilidade no processo, mas também
a possibilidade de sua validagdo e legalizacdo como processo eficaz junto as agéncias

reguladoras.
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