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RESUMO 

 

VEIGA, Marco Aurélio Gomes. Estudo da Eficiência de Degradação da Isoniazida pelo 

Processo H2O2 (UV) e Identificação dos Intermediários. Rio de Janeiro, 2011. Dissertação 

(Mestrado) - Programa de Engenharia Ambiental, Escola Politécnica e Escola de Química, 

Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2011. 

 

 
 A ocorrência de resíduos de fármacos no meio ambiente pertencentes à classe terapêutica dos 

antibióticos é um grave problema ambiental, devido à possibilidade dos microrganismos presentes 

nas matrizes ambientais desenvolverem mecanismos de resistência aos fármacos. No presente 

trabalho foi avaliada a eficiência de degradação da isoniazida via aplicação direta dos 

Processos Oxidativos Avançados (H2O2/UV). A isoniazida é um antibiótico de primeira 

escolha, utilizado no tratamento da tuberculose pulmonar, considerada uma grave doença 

infecto contagiosa, o qual vem se observando o aumento da incidência de casos no Brasil. 

Esse dado é alarmante, pois aumenta a probabilidade de ocorrência desse fármaco no meio 

ambiente. Os experimentos se desenvolveram num reator de bancada operado sob o regime de 

batelada alimentada, nos seguintes Tempos de Retenção Hidráulica (TRH): 1; 3; 5; 7; 10; 20; 

30; 40; 50; 60 minutos; e 60 minutos UV e 60 minutos H2O2. As proporções molares de 

peróxido de hidrogênio avaliadas foram [1C:1H2O2] e [1C:2H2O2]. Foi utilizado efluente 

sintético contendo isoniazida na concentração de 10 mg L
-1

.
 
Com respeito à eficiência, o 

processo H2O2/UV apresentou excelente performance na mineralização e degradação do 

fármaco. Esta tecnologia alcançou taxas de mineralização de 100% após tempos reacionais de 

30 min, para proporção molar de [1C:1H2O2]. Com relação à proporção [1C:2H2O2], a 

mineralização total do fármaco foi alcançada no tempo de 60 minutos. A degradação do 

fármaco foi observada no mesmo tempo de reação para ambas as proporções molares, i.e, em 

5 minutos. A despeito do pH foi observado ligeiramente ácido ao final de 60 minutos, sendo 

registrado pH 3,8 para [1C:1H2O2] e pH 3,0 para [1C:2H2O2]. Em relação à condutividade e a 

concentração de amônia, não foram observadas alterações significativas no meio aquoso. 

Adicionalmente, a degradação do fármaco deu origem a seis produtos degradação, que foram 

removidos apenas ao final de 60 minutos de reação, para ambas as proporções molares. Face 

aos resultados obtidos é possível inferir que o processo é potencialmente viável de ser 

aplicado em tratamento de águas contaminadas com fármacos e, possivelmente outros 

poluentes.   

 

 

Palavras-chave: Resíduos de fármacos, antibióticos, resistência bacteriana, processos 

oxidativos avançados (H2O2/UV), isoniazida. 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

VEIGA, Marco Aurélio Gomes. Efficiency Study of Degradation Process of Isoniazid by 

H2O2 (UV) and Identification of Intermediates. Rio de Janeiro, 2011. Dissertação 

(Mestrado) - Programa de Engenharia Ambiental, Escola Politécnica e Escola de Química, 

Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2011. 

 
The presence of drug residues in the environment outside the therapeutic class of antibiotics is a 

serious environmental problem due to the possibility of environmental microorganisms present in the 

matrix develop drug resistance mechanisms. In the present study was to evaluate the efficiency of 

degradation of INH through direct application of Advanced Oxidation Processes (UV/H2O2). Isoniazid 

is an antibiotic of first choice for the treatment of pulmonary tuberculosis, considered a serious 

contagious infectious disease, which has been observing the increasing incidence of cases in Brazil. 

This data is alarming because it increases the likelihood of this drug in the environment. The 

experiments were conducted in a batch reactor operated under fed batch system, the following 

Hydraulic Retention Times (HRT): 1, 3, 5, 7, 10, 20, 30, 40, 50, 60 minutes and UV 60 minutes, and 

60 minutes H2O2. The molar ratios of hydrogen peroxide were evaluated [1C:1H2O2] and                 

[1C: 2H2O2]. Was used isoniazid synthetic wastewater containing a concentration of 10 mg.L
-1

. With 

respect to efficiency, the process UV/ H2O2 showed excellent performance in the mineralization and 

degradation of the drug. This technology mineralization rates reached 100% after reaction times of    

30 minutes, molar ratio to [1C:1H2O2]. Since the proportion [1C: 2H2O2] mineralization total drug has 

been achieved in 60 minutes. The degradation of the drug was observed in the same reaction time of 

both molar ratios, ie, within 5 minutes. Despite the slightly acid pH was observed at 60 minutes, and 

registered to pH 3.8 [1C:1H2O2] and pH 3.0 to [1C:2H2O2]. In relation to the conductivity and the 

concentration of ammonia, no significant changes were observed in aqueous medium. Additionally, 

degradation of the drug led to six degradation products, which were removed only after 60 minutes of 

reaction, for both molar ratios. Considering our results we can infer that the process is potentially 

feasible to be applied in the treatment of water contaminated with drugs, and possibly other pollutants. 

 

Key-words: Residues of drugs, antibiotics, bacterial resistance, advanced oxidation processes 

(UV/H2O2), isoniazid. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Fármacos são substâncias químicas que afetam a função fisiológica de modo 

específico (RANG et al., 2004). Quando o fármaco acessa o organismo humano, por uma das 

possíveis vias de administração, inicia-se uma série de reações bioquímicas objetivando a 

absorção, distribuição, metabolismo (biotransformação) e a sua eliminação. O fármaco atua a 

nível  de receptor o qual é responsável pela seletividade da ação farmacológica e pela relação 

quantitativa entre o fármaco e seu efeito. A Fig. 1.1 apresenta um esquema das inter-relações 

do fármaco entre absorção, distribuição, ligação as proteínas plásmaticas, metabolismo,  

excreção e a sua concentração no  local de ação (GOODMAN & GILMAN 2006).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 1.1. Representação esquemática das inter-relações entre absorção, distribuição, ligação as 

proteínas plasmáticas, metabolismo e excreção do fármaco e sua concentração no seu local de ação.  

Fonte: Adaptado de GOODMAN & GILMAN, 2006. 
 

Fármacos em amostras ambientais são considerados poluentes emergentes e 

pertencem a uma classe de substâncias muito importante face as diversas possibilidades de 

uso como: fornecer elementos carentes ao organismo, vitaminas, sais minerais e hormônios; 

prevenção de doença; combate a infecções; bloqueio temporário de uma função; correção de 

uma função desregulada; desintoxicação do organismo e agentes auxiliares de diagnóstico 

(WENZEL et al., 2001).  

Durante as últimas décadas, a produção e o consumo de fármacos aumentaram 

rapidamente com o desenvolvimento da ciência médica. Cerca de aproximadamente 3.000 
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compostos são usados como medicamentos, e a quantidade da produção anual é superior a 

centenas de toneladas (SARMAH et al., 2006; CALISTO & ESTEVES, 2009; KÜMMERER, 

2009).  

Fármacos são excretados e descartados e, posteriormente, entram no ambiente 

aquático na forma de águas residuais tratadas ou não. Assim, as águas residuais das estações 

de tratamento municipais (M-ETAR), atividades agrícolas, hospitais e indústrias 

farmacêuticas tornaram-se fontes conhecidas de produtos farmacêuticos lançados no ambiente 

aquático (ZHANG et al., 2008; MATAMOROS et al., 2009). 

Nesse sentido, a presença de resíduos de fármacos no meio ambiente, ameaça a 

saúde humana, face a complexidade, possibilidade de interação sinérgica com os demais 

contaminantes presentes nos efluentes e devido a sua estabilidade e elevado grau de  

persistência. As indústrias farmacêuticas devido ao desenvolvimento de novas formulações, 

processamento analíticos de diversas amostras de fármacos, bem como a produção de diversas 

classes terapêuticas de medicamentos, contribuem significativamente para a geração de 

efluentes potencialmente poluidores, com destaque para a presença de resíduos de fármacos, 

os quais não são completamente removidos pelas tecnologias de tratamento convencional 

adotadas pela maioria das indústrias farmacêuticas, o que configura um grave problema 

ambiental e sanitário a ser resolvido.  

Objetivando a avaliação de resíduos de fármacos no Estado do Rio de Janeiro, em 

1997, foi realizada uma pesquisa buscando verificar a presença de diversos fármacos no meio 

ambiente. Resíduos de reguladores de lipídeos, antiinflamatórios e metabólitos de algumas 

drogas foram detectados. A concentração média em efluentes de ETE variou de                  

0,1–1,0 μg L
-1

. Em esgoto bruto foram encontrados resíduos na ordem de grandeza de μg L
-1

, 

sendo as maiores concentrações encontradas para os fármacos indometacina (0,95 μg L
-1

); 

cofibrato (1,0 μg L
-1

) e bezofibrato (1,2 μg L
-1

) (STUMPF et al., 1999). 

No ano de 2006, foi realizada uma investigação das águas destinadas ao 

abastecimento público na região de Campinas, SP por meio da quantificação de interferentes 

endócrinos, produtos farmacêuticos e de higiene pessoal. Dentre os compostos monitorados, 

os mais frequentemente detectados nas águas naturais e potável foram cafeína (1-106 μg L
-1

), 

dietil e dibutilftalato (0,2-3,0 μg L
-1

), estradiol (1,8-6,0 μg L
-1

), etinilestradiol (1,0-3,5 μg L
-1

), 

progesterona (1,2-4,0 μg L
-1

), bisfenol A (2-64 μg L
-1

), colesterol (9-301 μg L
-1

) e coprostanol 

(5-41 μg L
-1

). Amostras de esgoto bruto e tratado também apresentaram concentrações muito 

próximas dos hormônios sexuais, indicando a eficiência limitada do tratamento empregado na 
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ETE. Em relação às amostras de esgoto bruto para o fármaco diclofenaco foram encontrados 

níveis de 2,87 ± 0,04 μg L
-1

 e 1,78 ± 0,03 μg L
-1

 em esgoto tratado. Para o ibuprofeno os 

níveis encontrados em esgoto bruto e tratado foram de 54,2 ± 0,2 μg L
-1

 e 48,4 ± 0,4 μg L
-1

, 

respectivamente. Já para o fármaco paracetamol foi obtido níveis de 18,1 ± 0,4 μg L
-1

 em 

esgoto bruto e 5,89  ± 0,02 μg L
-1

 em esgoto tratado. Observou-se uma redução de 10% ; 7%; 

38% e 67,5% para ibuprofeno, diclofenaco e paracetamol, respectivamente, sendo esses 

compostos parcialmente removidos no tratamento biológico. Na análise de águas superficiais, 

ibuprofeno e paracetamol estavam abaixo do limite de quantificação (LQ) em todas as 

amostras. Já para diclofenaco, apesar de geralmente estar abaixo do LOQ do método, foi 

encontrado níveis de até 5,9 ± 0,6 μg L
-1

. Na análise de água potável apenas cafeína, 

colesterol e sibutilftalato foram detectadas (SUCHARA, 2007).  

A ocorrência de fármacos no meio ambiente tende a se agravar ainda mais devido 

fundamentalmente a dois aspectos: a reduzida ou completa ausência de remoção pelas ETE, e 

pelo crescente uso de fármacos pela população incluindo as mais diversas classes terapêuticas. 

Segundo Vasskog et al., (2006) a concentração de antidepressivos se apresenta cada vez 

maior nos sistemas de tratamento. Na Noruega, o consumo dessas substâncias aumentou em 

320% na última década, crescimento esse que também é percebido em toda a Europa (LINS, 

2010). 

 

1.1 JUSTIFICATIVA 

 

1.1.1 Ocorrência ambiental de fármacos em função da atividade produtiva farmacêutica 

 

Os compostos farmacêuticos são a classe de poluentes orgânicos emergentes que 

mais tem chamado a atenção da comunidade científica, em face ao número crescente de 

utilização de medicamentos de forma abusiva em diversos Países do mundo.  

Esses números são alarmantes, como por exemplo na Alemanha, onde o consumo 

de medicamentos ultrapassou (desde 2001) a quantidade de 100 toneladas por ano. A 

quantidade real de medicamentos consumidos tende ser ainda maior, devido ao fato de que 

nessas pesquisas não foram contempladas as informações dos medicamentos consumidos sem 

a receita médica. 

 O gráfico da Figura. 1.1.1 apresenta o consumo de medicamentos em função da 

renda per capita da população da Alemanha. 
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Figura 1.1.1. Consumo de medicamentos em função da paridade do poder de compra (PPP$) per capita 

na Alemanha. Gráfico obtido do site oficial da Organização Mundial da Saúde (OMS)  

Fonte: DA SILVA & COLLINS, 2011. 

 

Em relação ao Brasil, o consumo de medicamentos pode ser ainda mais 

expressivo devido à ausência de fiscalização por parte dos órgãos de vigilância sanitária. 

Muitos fármacos podem ser obtidos nos pontos de venda sem a devida apresentação da receita 

médica, mesmo para aqueles medicamentos que segundo legislações sanitárias deveriam ser 

apresentado receita. Entretanto, não há informações disponíveis nos órgãos de fiscalização 

sanitária dos Estados que efetivamente comprovem a argumentação acima (DA SILVA & 

COLLINS, 2011). 

Com intuito de suprir a enorme demanda do mercado, à indústria farmacêutica se 

desenvolveu, e hoje disponibiliza para o mercado mundial milhões de substâncias com o 

propósito terapêutico, acarretando colateralmente um grave problema ambiental, o qual vem 

crescendo em atenção e preocupação nas agências controladoras do meio ambiente de várias 

nações do mundo (GARRIC et al., 2003). O aporte de substâncias farmacologicamente ativas 

no ambiente advém do uso intenso e extensivo no tratamento de doenças em seres humanos e 

animais; sendo excretadas na forma não metabolizada ou na forma de metabólito ativo e 

introduzidos, principalmente, a partir do lançamento via efluentes municipais e industriais nos 

corpos receptores das águas servidas (BROWN, 2006; PETROVIC, 2005; CALAMARI & 

CROSA et al., 2003).  

Neste contexto, Won-Jim Sim et al., (2011) investigaram a presença de resíduos 

de fármacos em efluentes de indústrias farmacêuticas e confirmaram a presença de vários 
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compostos incluindo a cafeína, acetominofeno, A.A.S, lincomicina, ciprofloxacino, 

florfenicol, ácido mefenâmico e naproxeno. 

Segundo Larsson et al., (2007) os efluentes provenientes de indústrias 

farmacêuticas apresentaram níveis relativamente altos de compostos farmacêuticos e esse 

fenômeno é atribuído ao processo de produção.  

 

1.1.2 Escolha do fármaco 

 

O fármaco escolhido para a realização deste trabalho denomina-se isoniazida, 

considerado um potente agente tuberculostático de primeira escolha pertencente à classe 

terapêutica dos antibióticos quimioterápicos. É utilizado no protocolo clínico de tratamento da 

tuberculose pulmonar. 

Em relação à tuberculose pulmonar, dados fornecidos pela Secretaria de 

Vigilância em Saúde (SVS) denotam que a incidência no Brasil dessa doença é em torno de 

71 casos por 100 mil habitantes com taxa de mortalidade bastante elevada, cerca de 4,8/mil 

habitantes, enquanto que o número de pessoas infectadas é estimado em 42 milhões e cerca de 

10% dos casos notificados por ano ocorrem em menores de 15 anos. As maiores incidências 

encontra-se no Estado do Rio de Janeiro com 69,8 novos casos/100 mil habitantes (SVS, 

2011).  

A luz do exposto, esses dados contribuem para o possível aumento da ocorrência 

da isoniazida nas diversas matrizes ambientais tanto sob o ponto de vista do aumento do 

consumo do fármaco devido a grande incidência da tuberculose no Brasil, bem como, devido 

ao uso intensivo pelos indivíduos portadores da doença, o qual segundo dados 

farmacocinéticos cerca de 75 a 95% de uma dose de isoniazida são excretados na urina dentro 

de 24 h, em sua maioria sob a forma de metabólitos ativos (GOODMAN & GILMAN 2006). 

Deste modo pode-se destacar duas formas de contaminação ambiental, que poderá 

ser tanto sob a forma de metabólitos ativos, ou ainda em decorrência do processo produtivo 

farmacêutico na forma de efluentes industriais, em virtude da necessidade de aumentar a 

escala de produção para atender a demanda local dos órgãos de saúde pública. 
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A Figura 1.1.2 apresenta o levantamento quantitativo em unidade farmacêutica de 

comprimidos de isoniazida produzidos nos últimos anos. 

 

Figura 1.1.2. Levantamento quantitativo em unidade farmacêutica de comprimidos de isoniazida 

produzidos. Fonte: Planejamento e controle da produção (Laboratório Farmacêutico da Marinha, 

2011). 

 

Em observância aos fármacos utilizados no tratamento de infecções bacterianas, 

alguns autores consideram que, de todos os fármacos, os antibióticos são os mais 

preocupantes, visto que o seu lançamento no meio ambiente tem aumentado a ocorrência de 

bactérias resistentes (DAUGHTON APUD PETROVIC et al., 2003).  

Com respeito à resistência bacteriana causada pela presença de fármacos no meio 

ambiente, caso o microrganismo causador da tubercolose pulmonar venha adquirir resistência 

a isoniazida, poderá levar o indivíduo a morte, pois o fármaco não será capaz de combater a 

infecção.  

Em referência a isoniazida, não foram encontrados dados bibliográficos que 

reportassem a sua ocorrência no meio ambiente. Todavia, cabe ressaltar que a isoniazida 

pertence a classe terapêutica dos antibióticos e o seu consumo é considerado de longo prazo, 

face as necessidades impostas pelo protocolo terapêutico recomendado pela Organização 

Mundial da Saúde, aumentando a possibilidade de sua ocorrência no meio ambiente. 

Ademais Fick et al., (2010) desenvolveram uma metodologia para calcular a 

concentração ambientalmente crítica (CAC) para cerca de 500 fármacos, que apresentaram 

maior prevalência em águas de superfície reportados em estudos anteriormente realizados em 
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diversos Países, e a isoniazida foi contemplada. O estudo foi desenvolvido para cada fármaco 

isoladamente com base em testes de eficácia e segurança (potência farmacológica), 

juntamente com fator de bioconcentração e lipofilicidade em peixes, assumindo que a droga 

também atua em espécies alvo e não-alvo. De acordo com os autores seria possível prever a 

probabilidade de interações farmacológicas em espécies presentes no meio ambiente. Com 

referência aos resultados das pesquisas, a isoniazida apresentou uma CAC no valor de          

1,5 x 10
8
 ng L

-1
, ou seja,  concentração previsível capaz de desenvolver alguma interação com 

os microrganismos presentes no meio ambiente.  

Portanto, os resultados desses estudos sugerem que em algum momento a 

ocorrência da isoniazida no meio ambiente foi reportada, e assim sendo justificam as 

pesquisas no sentido de monitorar a sua ocorrência no meio ambiente, com objetivo de 

investigar tecnologias de tratamento eficientes capazes de eliminar completamente o fármaco 

presente nos efluentes, evitando assim possíveis mecanimos de interação com os 

microrganismos presentes em diferentes matrizes ambientais. 

 

 

1.2 OBJETIVO GERAL 

 

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar a eficiência da aplicação direta dos 

Processos Oxidativos Avançados (POA) na sua variante peróxido de hidrogênio combinado 

com a radiação ultravioleta (H2O2/UV), para total remoção da isoniazida no efluente sintético 

pesquisado.  

 

1.2.1 Objetivos específicos 

 

 Avaliação preliminar de alguns sorventes disponíveis comercialmente através da 

aplicação da técnica de extração por fase sólida (SPE), para identificação de um 

sorvente compatível com as características físico-química do fármaco, para assim 

validar a metodologia de extração e quantificação que apresentar o melhor percentual 

de recuperação. 

 Estudo da influência da concentração de peróxido de hidrogênio no pH e na 

condutividade do meio reacional.   
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 Avaliação do percentual de remoção de Carbono Orgânico Total (% Remoção COT) e 

da concentração de isoniazida efetivamente degradada para ambas as proporções 

molares de peróxido de hidrogênio  utilizadas [1C:1H2O2] e [1C:2H2O2]. 

 Investigação da formação dos compostos intermediários monitorados via 

cromatografia líquida de alta eficiência acoplada à espectrometria de massa (CLAE-

EM), obtidos ao longo dos tempos de retenção hidráulica (TRH) do reator 

fotocatalítico.  

 Determinação dos parâmetros operacionais ótimos do reator fotocatalítico. 

 Investigação da concentração de amônia formada no meio reacional, em decorrência 

das reações de fotoclivagem exercidas pelos radicais HO
•
 sobre a molécula de 

isoniazida. 

 Determinação da constante cinética da reação de fotodegradação do fármaco. 

 

2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

É notável que a questão da contaminação ambiental ocasionada por resíduos de 

fármacos em diversas matrizes ambientais, despertou grande preocupação em toda 

comunidade acadêmica, e ocupou posição de destaque no cenário científico nos últimos anos, 

fato que pode ser facilmente observado através do grande número de trabalhos de pesquisas 

desenvolvidos a cerca do tema.  

As Figuras 2.1(a) e 2.1(b) apresentam os resultados dos números de publicações 

em jornais e revistas indexadas, sobre o desenvolvimento das técnicas analíticas para o 

controle de resíduos de fármacos no meio ambiente nos últimos dez anos. 
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Figura 2.1(a) Número de publicações em revistas e jornais sobre o desenvolvimento das técnicas de 

análise para o controle de resíduos de fármacos nos últimos dez anos. Fonte: Adaptado de: FATTA et 

al.,2007 apud KLAVARIOTI et al.,2009. (b) Número de publicações em revistas e jornais sobre a 

degradação de resíduos de fármacos por POAs ao longo da última década. Fonte: Adaptado de 

FATTA et al.,2007 apud  KLAVARIOTI et al., 2009. 
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Portanto, este capítulo apresenta os resultados das pesquisas bibliográficas, 

destacando a ocorrência dos resíduos de fármacos, sobretudo os antibióticos sendo estes 

considerados de elevado grau de criticidade, em face aos seus diversos mecanismos de ação e 

possibilidade de desenvolver resistência bacteriana nos microrganismos presentes nas diversas 

matrizes ambientais. 

Apresenta também um breve panorama da tuberculose pulmonar no Brasil, seu 

agente etiológico, fisiologia e mecanismos de infecção, assim como o tratamento 

farmacológico indicado segundo a OMS. Descreve os recursos analíticos no que tange as 

metodologias de pré-concentração, concentração, extração e quantificação do resíduo de 

fármaco via cromatografia líquida de alta performance acoplado a espectometria de massa 

(CLAE-EM). Apresenta os protocolos de estudo de estresse químico de fármacos para 

investigação dos compostos intermediários, bem como todos os possíveis intermediários da 

isoniazida formados frente às condições dos ensaios realizados.  

 

 

2.1 A PRESENÇA DE RESÍDUOS DE FÁRMACOS NO MEIO AMBIENTE 

 

2.1.1 Os efeitos nocivos dos resíduos de fármacos sobre a biota aquática 

 

De acordo com dados disponíveis na literatura, de todas as classes terapêuticas 

utilizadas na prática médica, os resíduos dos antibióticos são os que mais preocupam, os quais 

quando presentes na matriz ambiental podem sensibilizar os microrganimos e assim 

desenvolver resistência bacteriana sob os mais diversos mecanismos, como por exemplo, os 

mecanismos celulares. 

Compostos farmacêuticos pertencentes a classe terapêutica dos antibióticos 

administrados a seres humanos, representam uma ampla gama de produtos químicos, que 

inclui os -lactâmicos, sulfonamidas, macrolídeos, fluoroquinolonas, tetraciclinas e 

nitroimidazóis. Essa diversidade de classes químicas é igualmente representada pela 

variabilidade  física, química e propriedades bioquímicas, resultando em suscetibilidade 

variável para processos de tratamento físico, químico e biológico. A exemplo os -lactâmicos 

são caracterizados pelo fato de geralmente ser muito rapidamente degradado durante os 

processos de tratamento convencionais de águas residuais. Este comportamento, presume ser 
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em função da susceptibilidade à hidrólise química e bioquímica do anel -lactâmico. No 

entanto, observa-se que os comportamentos de outras classes de antibióticos são muito mais 

difíceis de caracterizar, devido à variação da eficiência de remoção, conforme  relatados a 

partir de estudos realizadas em diferentes partes do mundo (LE-MINH et al., 2010).  

Uma vez lançados nos corpos receptores, os resíduos de antibióticos poderão 

interagir com os microrganismos presentes na biota aquática, podendo desenvolver 

mecanismos de resistência bacteriana. Caso o microrganismo resistente venha infectar o 

homem, este por sua vez desenvolverá a doença. Entretanto ao fazer uso do medicamento 

indicado para combater a infecção, o organismo não responderá ao tratamento, podendo levar 

o indivíduo a morte.  

Os antibióticos nas águas superfíciais têm o potencial de interromper ciclos 

bacterianos chave e processos críticos para os organismos aquáticos (nitrificação e 

desnitrificação) ou agrícola (fertilidade do solo) e produção animal (processos rudimentares) 

(COSTANZO et al., 2005; KINNEY et al., 2006a;. KUMMERER, 2004). 

Apesar dos fármacos serem detectados no ambiente em baixas concentrações     

(ng – μg L
-1

), este quadro gera grande preocupação, uma vez que são substâncias 

biologicamente ativas que podem desencadear efeitos farmacodinâmicos em organismos 

aquáticos que possuam receptores enzimáticos compatíveis (FENT et al., 2006 &        

BOUND et al.,2004).  

Efeitos de toxicidade costumam ser observados somente em concentrações acima 

de 1 μg L
-1

, no entanto, é importante salientar que os ensaios de toxicidade priorizam os 

efeitos agudos, quando na realidade os organismos aquáticos são expostos a baixas 

concentrações a um longo período e, portanto, efeitos crônicos são mais prováveis (FENT et 

al., 2006). Folmar et al., (2000) observaram que concentrações a partir de 200 ng L
-1

 de 17      

β-estradiol (estrogênio endógeno) e 100 ng L
-1

 de 17 α-etinilestradiol (estrogênio sintético) 

induziram a síntese da proteína vitelogenina (regulada por estrogênios e, portanto, usualmente 

encontrada em peixes fêmeas) e em peixes machos da espécie Cyprinodon variegatus, sendo 

este efeito considerado crônico.  

No estudo de Rodgers-Gray et al., (2003) peixes jovens da espécie Rutilus rutilus 

foram expostos a concentrações gradativas de efluente de ETE por 150 dias contendo além de 

outros perturbadores endócrinos, estrogênios sintéticos. Os resultados revelaram que a 

exposição induziu à feminização de peixes machos. Subseqüentemente, os peixes foram 

gradativamente expostos a águas naturais por mais de 150 dias, resultando na redução de 
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vitelogenina no plasma, porém, não se observou alteração no sistema sexual feminizado dos 

peixes, indicando que a anomalia no sistema reprodutivo não possui caráter reversível. 

Não menos importantes são as considerações de que os organismos são expostos a 

muitos compostos diferentes simultaneamente, podendo ocorrer efeito aditivo ou até mesmo 

sinérgico entre os fármacos ou outras substâncias presentes no ambiente (BOUND et al., 2004 

& CLEUVERS et al.,2003). 

Akiyama & Savin (2010) relataram os efeitos tóxicos em vários organismos, por 

exemplo, bactérias, algas e pulgas d’água (Daphnia magna), encontrados não apenas em altas 

concentrações, mas também em baixas concentrações e em testes de toxicidade crônica 

(ALATON et al., 2004). Uma das possibilidades mecanísticas que corroboram para 

comprovação do fenômeno da resistência bacteriana desenvolvida pelos microrganimos é a 

presença de antibióticos nos ecossistemas aquáticos em baixas concentrações. Os antibióticos 

podem atuar como compostos de sinalização na concentração sub-inibitória e selecionar 

bactérias resistentes aos antibióticos. 

A Escherichia coli são utilizadas como indicadores de contaminação fecal e em 

situação de equilíbrio não se desenvolvem no meio ambiente. Entretanto a E. coli são 

conhecidas por persistir no sedimento de efluentes até varias semanas (JAMIESON et al., 

2005). Devido ao fato das bactérias viverem junto aos biofilmes, são mais propensas a trocar 

seus genes. Com a possibilidade dos antibióticos influenciarem as características fenotípicas e 

genotípicas das bactérias, os biofilmes são importantes reservatórios para o desenvolvimento 

e a transferência horizontal de genes de resistência a antibióticos em ecossistemas aquáticos 

(DAVEY & O’TOOLE, 2000; MOLIN & TOLKER-NIELSEN, 2003).  

Richardson & Bowron (1985) analisaram uma série de antibióticos como a 

ampicilina, eritromicina, sulfametoxazol, tetraciclina e grupos penicilâmicos para avaliar a 

sua biodegradabilidade durante o tratamento de esgoto. O estudo indicou que estes 

antibióticos eram praticamente não biodegradáveis e apresentou potencial para se manter 

farmacologicamente ativo no tratamento de esgoto. Essas propriedades levam a persistência 

destes compostos no meio ambiente e potenciais efeitos de bioacumulação 

(WOLLENBERGER et al., 2000).  
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2.1.2 Ocorrência de antibióticos no meio ambiente 

 

Os antibióticos foram recentemente classificados como um grupo de risco 

prioritário devido à sua alta toxicidade para as algas e bactérias em baixas concentrações e o 

potencial em causar resistência entre populações de bactérias presente no meio ambiente 

(HERNANDO et al., 2006). 

Grande parte da preocupação quanto à presença de antibióticos em águas 

residuais, é em função da sua persistência através dos processos de tratamento de águas 

residuais sobretudo devido a possibilidade de que eles podem contribuir para a prevalência da 

resistência a antibióticos em espécies de bactérias presentes nos efluentes e águas superficiais 

próximas as estações de tratamento de águas residuais (ETE) (ADELOWO et al., 2008; 

AUERBACH et al., 2007; BAQUERO et al., 2008). 

A presença de antibióticos em águas residuais tem contribuído para o 

desenvolvimento e disseminação de espécies resistentes a antibióticos já que um número 

significativo de genes de resistência a antibióticos têm sido encontrados em ETE 

(SZCZEPANOWSKI et al., 2009). Várias bactérias, como coliformes fecal, E.coli e 

enterococos encontradas no esgoto têm demonstrado resistência à ciprofloxacina, trimetoprim, 

sulfametoxazol e vancomicina  (NAGULAPALLY et al., 2009). Um estudo desenvolvido por 

KIM et al., 2007 utilizando um lote de tetraciclina no reator de bancada,  mostraram que a 

exposição  na concentração de 1 g L
-1

 aumenta a concentração de tetraciclina no interior do 

reator por bactérias resistentes. No entanto, o significado real das baixas concentrações de 

antibióticos em ETAR, em termos de propagação da resistência ainda está para ser 

conclusivamente determinada (LE-MINH et al., 2010). 

Cagné et al., (2006) pesquisaram amostras de águas residuais de várias unidades 

de tratamento, objetivando detectar a presença de 21 resíduos de compostos farmacêuticos a 

base de antibióticos. Um total de seis antibióticos foram detectados, incluindo duas 

sulfonamidas (sulfametazina, sulfametoxazol), uma tetraciclina, fluoroquinolona 

(ciprofloxacina), macrólideos (eritromicina-H2O) e trimetoprim. A freqüência de detecção de 

antibióticos foi na seguinte ordem: tetraciclina e trimetoprim (80%); sulfametoxazol (70%); 

eritromicina-H2O (45%); ciprofloxacino (40%); sulfametazina (10%). No entanto, as 

concentrações  detectadas  foi  1,3 g L
-1

. As concentrações avaliadas encontrava-se  numa 

ordem de magnitude reportados para sistemas semelhantes na Europa e no Canadá. 
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De fato, a ocorrência de antibióticos no meio ambiente é significativa e 

extremamente diversa. A Tabela 2.1.1 apresenta os resultados da compilação das pesquisas 

bibliográficas realizadas, com referência a ocorrência de antibióticos nos efluentes em 

diversos Países. 

 

Tabela 2.1.1. Ocorrência de antibiótico nos afluentes as ETAR em diversos Países  

Antibiótico 

País 

Concentração no afluente 

(ng L
-1

) 
Referência 

Cefalexina  

Australia 2000 (Costanzo et al., 2005) 

Australia  5600 (Watkinson et al., 2007) 

China 670-2900 (Gulkowska et al., 2008) 

Taiwan 1563-4367 (Lin et al., 2009) 

Amoxacilina  

Australia  280 (Watkinson et al., 2007) 

Cloxacilina   

Australia < (1)-320 (Watkinson et al., 2007) 

USA < (13)-15 (Cha et al., 2006) 

Penicilina G  

Australia < (2) (Watkinson et al., 2007) 

Penicilina V  

Australia  160 (Watkinson et al., 2007) 

Sulfametoxazol  

USA 1090 (Yang et al., 2005) 

Coréia 450 (Choi et al., 2007) 

China 5450-7910 (Peng et al., 2006) 

Croácia 590 (Gros et al., 2006) 

Suécia 230-570 (Gobel et al., 2005a) 

Mexico 390 Brown et al., 2006) 

USA < (50)-1250 Karthikeyan and Meyer, 2006) 

Suécia 20 (Bendz et al., 2005) 

Espanha 580 (Carballa et al., 2004) 

Espanha 0,60 (Carballa et al., 2005) 

Suécia < (80)-674 Lindberg et al., 2005) 

Austria 24-145 (Clara et al., 2005) 

China 10-118 Xu et al., 2007) 

Taiwan 179-1760 (Lin et al., 2009) 

N
4
-sulfametaxazol  
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Suíça 850-1600 (Gobel et al., 2005a) 

Sulfatiazol  

Coréia 10-570 (Choi et al., 2007) 

Sulfametazina  

USA 150 (Yang et al., 2005) 

Coréia 4010 (Choi et al., 2007) 

Sulfadimethoxina  

USA 70 (Yang et al., 2005) 

Coréia  460 (Choi et al., 2007) 

 Fonte: Adaptado de LE-MINH et al., 2010. 

 

2.1.3 As diferentes formas de contaminação por resíduos de fármacos 

 

2.1.3.1 Efluente de indústria farmacêutica 

 

As indústrias farmacêuticas possuem uma longa e complexa cadeia produtiva, e os 

resíduos de fármacos são gerados, desde as áreas de fracionamento de matéria-prima, controle 

de qualidade, desenvolvimento de novos fármacos e produção, até a embalagem e o 

acondicionamento do produto final (BILA & DEZOTTI 2003 & BRAILE et al., 1993). 

Neste sentido, ressalta-se que a contribuição de lançamento de resíduos de 

fármacos presente nos efluentes de origem farmacêutica é considerada de maior impacto face 

os seguintes aspectos: reduzida eficiência de degradação desses contaminantes pelas 

tecnologias de tratamentos convencionais adotadas pelas indústrias o qual determina o 

lançamento de compostos com a sua fórmula estrutural praticamente intacta; altas 

concentrações de resíduos de fármacos de diversas classes terapêuticas presentes nos efluentes 

podendo desencadear efeitos sinérgicos e até mesmo a ocorrência de produtos de degradação 

devido a exposição à luz e as variações de pH  e temperatura. 

Com o objetivo de investigar a presença de resíduos de fármacos nos efluentes de 

origem farmacêutica Larsson et al., (2007), analisaram amostras  provenientes de uma estação 

de tratamento que recebe efluentes de 90 indústrias farmacêuticas, localizada no centro sul da 

Índia, um local de grande produção de medicamentos genéricos. As análises de caracterização 

dos efluentes brutos e tratados apresentaram os seguintes resultados, conforme indicados na 

Tabela 2.1.2. 
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Tabela 2.1.2. Resultados das análises  de caracterização dos efluentes provenientes de 90 indústrias 

farmacêuticas.  

Parâmetros 

Unidade 

Resultados 

Efluente Bruto Tratado 

DBO5 (mg L
-1

) 1300 270 

DQO (mg L
-1

) 6000 1400 

Sólidos Totais Dissolvidos (STD) 9000 500 

Sólidos Suspensos Totais (SST) 5000 300 

pH 7,5 7,5 

 

A triagem inicial de 59 compostos farmacêuticos detectou que 21 destes estavam 

presentes em concentrações acima de 1 g L
-1

. Uma análise quantitativa independente em 

nove drogas de maior prevalência e dois antibióticos, confirmaram os resultados da triagem. 

Quase todos os 11 medicamentos foram detectados em níveis acima de 100 g L
-1

 (Tabela 

2.1.3). A descarga de ciprofloxacino no meio ambiente corresponde a aproximadamente 45 kg 

de princípio ativo produzido por dia, que é equivalente à quantidade total consumida por um 

período de 5 dias  pela população da Suécia com nove milhões de habitantes         

(WILLIAMS  et al., 2005). 

 

Tabela 2.1.3. Princípios ativos encontrados nas amostras de efluentes de uma estação de tratamento 

que atende cerca de 90 indústrias farmacêuticas. 

Principio ativo Classificação terapêutica Limite (g L
-1

) 

Ciprofloxacino Antibiótico-fluoroquinolona 28,0 – 31,0 

Losartan Receptor angiotensina II (antagonista) 2,4 – 2,5 

Certirizine Receptor-H1 (antagonista) 1,3-1,4 

Metoprolol Adrenoreceptor-1 (antagonista) 800 - 950 

Enrofloxacino Antibiotico-fluoroquinolona (uso veterinário) 780-900 

Citalopran Inibidor da recaptação da serotonina 770-840 

Norfloxacino Antibiótico-fluoroquinolona 390-420 

Lomefloxacino Antibiótico-fluoroquinolona 150-300 

Enoxacino Antibiótico-fluoroquinolona 150-300 

Ofloxacino Antibiótico-fluoroquinolona 150-160 

Ranitidina Antagonistas do receptor H2 90-160 

Fonte: Larsson et al., (2007). 
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Behera et al., (2011) pesquisaram a ocorrência de vinte compostos farmacêuticos 

em cinco estações de tratamento da Ulsan, a maior cidade industrial da Coréia. Os fármacos 

investigados incluíram os antibióticos, hormônios, analgésicos, anticonvulsivante,  

antihiperlipidêmicos e anti-hipertensivos. Os resultados mostraram que acetaminofeno, 

atenolol e lincomicina foram os principais poluentes individuais normalmente encontrados em 

concentrações acima de 10 g L
-1

. Na estação de tratamento, as concentrações do 

paracetamol, cafeína, estriol e estradiol diminuiram mais de 99%. Entretanto, para o 

antibiótico sulfametazina, e metoprolol, e a carbamazepina apresentaram eficiência de 

remoção muito reduzida, cerca de 30%.  

Lin & Tsai (2009) investigaram a ocorrência e a distribuição de resíduos de 

fármacos incluindo antibióticos, estrogênios, antiinflamtórios não esteroidais (AINEs), beta-

bloqueadores, e os reguladores de lipídios em três rios e no ponto de lançamento de efluentes 

de quatro indústrias farmacêuticas em Taiwan. O resíduo de fármaco mais freqüentemente 

detectado foi o paracetamol, eritromicina-H2O, sulfametoxazol e genfibrozila. Os AINEs 

foram os fármacos que apresentaram maior prevalência (> 60%). O presente estudo 

demonstrou uma perda significativa de fármacos em decorrência  do processo de produção em 

águas de superfície no distrito de Taipei. As altas concentrações de fármacos encontrados por 

drenagem nos rios de Sindian e Dahan demonstraram o grau alarmante a que esses rios foram 

impactados por resíduos de fármacos de efluentes hospitalares, doméstico, e instalações de 

produção farmacêutica. 

 

2.1.3.2. Efluentes de hospitais  

 

Os hospitais são importantes fontes de contaminação de compostos farmacêuticos: 

uma grande variedade de micropoluentes incluindo resíduos de diagnósticos, atividades de 

laboratório e pesquisa, e excreção de fármacos e metabólitos por pacientes internados após o 

uso de medicamentos, foram frequentemente detectados(VERLICCHI et al., 2010). 

Antibióticos têm sido relatados em águas residuárias de hospitais (KUMMERER, 

2001;. LINDBERG et al., 2004). A maioria dos trabalhos de análises de efluente hospitalar 

têm focado as pesquisas dando ênfase especial na identificação de resíduos de antibióticos, 

entretanto, é interessante ressaltar que os hospitais podem ser uma importante fonte de 

contaminação de farmacos pertencentes a outras classes terapêuticas (KUMMERER et al., 

1997;. HARTMANN et al., 1998;. KUMMERER, 2001; BROWN et al., 2006; MAHNIK et 

al., 2007; THOMAS et al., 2007a,b).  
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O efluente de um hospital de pequeno porte na Espanha, com apenas 75 leitos 

apresentaram concentrações médias de aproximadamente 20 g L
-1

 e 16 g L
-1

 de ibuprofeno 

e paracetamol, respectivamente (GOMEZ et al., 2006). 

Embora a mistura de compostos farmacêuticos em efluentes hospitalar seja mais 

extenso, é provável que as concentrações estejam em níveis inferiores. Os estudos de 

toxicidade puseram em evidência o potencial tóxico do efluente hospitalar (HARTMANN et 

al., 1998;. EMMANUEL et al., 2004). 

Bactérias resistentes aos antibióticos podem ser liberadas diretamente para 

sistemas de águas residuais a partir de pacientes medicados com antibióticos e, 

conseqüentemente, liberados no meio ambiente. A Resistência também pode ser adquirida 

através da transferência horizontal de gene, através da captação de genes determinantes da 

resistência por conjugação, transdução, transformação e, portanto, ser disseminado para além 

do habitat original dos hospedeiros (ZHANG et al., 2009).  

Recentemente, bactérias resistentes aos antibióticos, incluindo S. aereus A1 

mecA
r
 e E. cloacae A10 ampC

r
 foram taxonomicamente identificados nas águas residuais de 

hospital (VOLKMANN et al., 2004). Isto é de particular importância uma vez que existem 

casos em que as águas residuais podem ser reutilizadas como por exemplo para irrigação 

(FATTA-KASSINOS et al., 2011). 

Langford et al.,(2009) pesquisaram a ocorrência de quase 40 compostos 

farmacêuticos nos  afluentes e efluentes das estações de tratamentos que recebem efluentes de 

dois hospitais. Os resultados revelaram que o propanolol contribuiram com 11,5% para o 

aumento da carga de resíduos de fármacos nos efluentes. Atorvastatina e atenolol 

contribuíram com 2% cada. Cetoprofeno, carisoprodol, metoprolol, fenazona, tamoxifeno, 

carbamazepina, paroxetina, sertralina, clotrimazol e sinvastatina contribuíram com pouco 

menos de 2%. Os outros compostos não foram detectados.  

Watkinson et al., (2007) avaliaram a presença de 28 antibióticos em três efluentes 

de origem hospitalar. Todos os antibióticos foram detectados pelo menos uma vez, com 

exceção apenas da bacitracina. As concentrações variaram de 0,01-14,5 g L
-1

, sendo 

predominante os β-lactâmicos, quinolonas e grupos sulfonamida. Antibióticos também foram 

encontrados em afluentes das estações de tratamento de águas residuárias  na concentração de 

64 g L
-1

, representado também pelos β-lactâmicos, quinolonas e grupos sulfonamida.  

A Figura 2.1.2 exemplifica as possíveis rotas de entrada e distribuição de resíduos 

de fármacos em diversas matrizes ambientais.  
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Figura 2.1.2. Rota de entrada e 

possível distribuição dos 

fármacos no meio ambiente. 

Fonte: Adaptado de VIEIRA, 

2011. 
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2.1.4 Aspectos normativos e regulatórios  

 

As legislações ambientais aplicadas as indústrias farmacêuticas geralmente 

compreendem uma série de rigorosos procedimentos e  normas, entretanto sem um foco 

específico para o controle de lançamento de susbstâncias farmacologicamente ativas presentes 

em efluentes de origem farmacêutica, bem como o registro do uso dos produtos finais 

(USFDA, 1998 & EMEA, 2006). 

O aumento crescente nas pesquisas para quantificação dos resíduos de fármacos 

no ambiente ocorre pelo fato de que ainda não estão inseridos em legislações que 

regulamentam a qualidade da água. No entanto, espera-se que num futuro próximo esses 

contaminantes poderão sofrer regulamentações dos órgãos ambientais fiscalizadores, bem 

como dos órgãos sanitários do País, por tratar-se de um grave problema de saúde pública 

(HERNÁNDEZ  et al., 2007; RODRIGUEZ-MOZAZ et al., 2007). 

No Brasil, ainda não existe nenhuma legislação ambiental e sanitária que 

determinem parâmetros e limites para lançamentos de resíduos de fármacos presentes em 

efluentes de origem farmacêutica, impossibilitando a atuação dos órgãos de fiscalização 

sanitária e ambientais.  

Mesmo sem nenhuma legislação que normatize os limites para descarte de 

fármacos, a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), regulamentou a Resolução 

de N° 44 de 26 de outubro de 2010, que institui critérios para comercialização de antibióticos 

no Brasil (BRASIL, 2010). 

Compreende-se que essa nova regulamentação irá coibir o uso indiscriminado de 

antibióticos, reduzindo a elevação da resistência bacteriana no País, além de minimizar o 

descarte tanto para os aterros sanitários como para as estações de tratamento das 

municipalidades, reduzindo a possibilidade de ocorrência do fármaco no meio ambiente. 

Outro aspecto normativo interessante é referente à logística reversa no segmento 

farmacêutico, o qual a ANVISA iniciou um levantamento nos laboratórios oficiais 

farmacêuticos, com o intuito de conhecer efetivamente os processos produtivos, bem como os 

procedimentos de gerenciamento e descarte de resíduos de medicamentos gerados em 

decorrência da atividade industrial farmacêutica.   

A logística reversa é o principal instrumento da Política Nacional de Resíduos 

Sólidos (PNRS), e garantirá maior eficácia no descarte final de medicamentos para o meio 

ambiente (CALDAS, 2011). 
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O resultado desse estudo possiblitará a ANVISA traçar o perfil produtivo de todo 

o segmento industrial farmacêutico, com o propósito de elaborar uma resolução específica, 

para o correto gerenciamento de resíduos de fármacos aplicado as indústrias farmacêuticas. 

Com relação aos demais países, os Estados Unidos regulamentam produtos 

farmacêuticos no meio ambiente através da United States Food and Drug Administration 

(US-FDA). Essa regulamentação ocorre através de processos de revisão ambiental requerido 

para novas drogas submetidas ao FDA (KOT-WASIK, et al., 2006).  

No entanto essa avaliação ambiental como pré-requisito para o registro de novos 

fármacos somente passou a ser solicitada nos últimos anos (HALLING-SORENSEN et al., 

1998).  

Na Europa as práticas de avaliação de riscos ambientais já estão inseridas no 

contexto da engenharia de segurança já alguns anos. Em 2005, novas normas foram 

disponibilizadas e o aspecto positivo foi o requerimento para testes de ecotoxicidade crônica 

preferencialmente ao agudo, reconhecendo que a maioria dos compostos farmacêuticos ativos 

podem apresentar a longo prazo, efeitos crônicos em baixos níveis (KOT-WASIK, et al., 

2006). Segundo a European Medicines Agency (EMEA), se o valor da concentração 

ambiental detectada estiver abaixo de 0,01 μg L
-1

 o risco para o ambiente ocasionado pelo 

composto farmacêutico é considerado improvável. Acima de 0,01 μg L
-1

, análise bruta do 

efeito ambiental deve ser executada (CASTIGLIONI et al., 2004 e KNACKER et al., 2003). 

A diretriz orientadora do Conselho da União Européia (81/852/EEC) para 

segurança no meio ambiente estabelece que a concentração de fármacos veterinários no meio 

ambiente não deve exceder a valores de 10 μg kg
-1 no solo e 0,1 μg L

-1
 em água bruta 

(ARIESE et al., 2001). Limites toxicológicos para 13 fármacos em água foram estabelecidos 

em pesquisa desenvolvida na Holanda. Esses limites foram baseados sobre 10% da dose 

máxima diária aceitável ou para o limite máximo permitido para resíduos de fármacos 

veterinários em leite, considerando um peso médio de uma pessoa de 60 kg e a dose diária de 

2 litros de água. Foram estabelecidos os seguintes limites para fármacos em água potável: 

paracetamol, 150 μg L
-1

; sulfametoxazol, 75 μg L
-1

; carbamazepina, 50 μg L
-1

; metoprolol, 50 

μg L
-1

; diclofenaco, 7,5 μg L
-1

; bisoprolol, 1 μg L
-1

; bezafibrate, 35 μg L
-1

; eritromicina, 15 μg 

L
-1

; fenofibrate, 50 μg L
-1

; acido acetil salicílico, 25 μg L
-1

; ibuprofeno, 150 μg L
-1

; ácido 

clofibrico, 30 μg L
-1

; cloranfenicol, limite de quantificação do método tão baixo quanto 

possível (MULLER, 2002). 
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2.1.5 A baixa eficiência de remoção dos resíduos de fármacos pelas tecnologias 

convencionais de tratamento 

 

Tecnologias convencionais de tratamento não são capazes de eliminar totalmente 

os fármacos que chegam às estações de tratamento dos grandes centros urbanos. A análise de 

uma amostra de uma unidade de tratamento na Espanha, identificou a presença de vários 

compostos farmacêuticos incluindo: metoprolol, propanolol, carbamazepina, ácido salicílico, 

benzafibrato, ibuprofeno, acetoaminofeno, diclofenaco, naproxeno e ácido clofíbrico na faixa 

de concentração entre 0,01-0,69 μg L
-1

, evidenciando que o processo de tratamento  realizado 

não foi efetivo para eliminar os fármacos, conforme indicado na Figura 2.1.3(a). No mesmo 

trabalho, foi analisada a água do Rio Ebro, um dos maiores da Península Ibérica, onde os 

ármacos acetoaminofeno, cafeína, carbamazepina, benzafibrato, diclofenaco e ibuprofeno 

foram quantificados na faixa de concentração de 9-240 ng L
-1

 Figura 2.1.6 (b) (PEDROUZO 

et al., 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.1.3. Cromatogramas (HPLC-ESI-MS/MS). (a) amostras da água do Rio Ebro; e (b) amostras 

coletadas após o tratamento dos efluentes. Fonte: Adaptado de: PEDROUZO et al., (2007). 

 

Ainda segundo Richardson & Bowron (1985) nas estações de tratamento de 

efluentes existem três possíveis destinos para os resíduos de fármacos: 

- pode ser biodegradável, ou seja, mineralizado a gás carbônico e água, como é o 

caso do ácido acetilsalicílico; 

- pode passar por algum processo metabólico ou ser degradado parcialmente, 

como ocorre com as penicilinas; 

- e, finalmente, pode ser persistente, como o clofibrato. 
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Os processos biológicos são os mais freqüentemente utilizados porque permitem o 

tratamento de grandes volumes, conseguem alcançar altas taxas de remoção de matéria 

orgânica e os custos são relativamente baixos. No entanto, alguns compostos são 

recalcitrantes e podem, inclusive, ser tóxicos aos microrganismos. Em estudos de 

biodegradação de fármacos as taxas de remoção foram apenas de 50% para sistemas 

convencionais de lodos ativados (CLARA et al., 2005; e RADJENOVIC et al., 2007). 

Os processos físicos (decantação, flotação, filtração, adsorção) são caracterizados 

pela transferência de fase do contaminante, sem que este seja de fato degradado. Por outro 

lado, costumam ser bastante eficientes, podendo ser úteis como pré ou pós-tratamento do 

processo final (FREIRE et al., 2000 & KUNZ et al., 2002). Em estações que operam com 

sistema de lodos ativados, tecnologia esta adotada pela maioria das indústrias farmacêuticas, a 

adsorção é o principal mecanismo de remoção de fármacos lipofílicos, como os estrógenos 

(FENT et al., 2006 & RADJENOVIC et al., 2007). 

Os processos químicos baseiam-se na oxidação dos contaminantes pela adição de 

compostos químicos altamente oxidantes, como peróxido de hidrogênio (H2O2), cloro (Cl2), 

dióxido de cloro (ClO2) e permanganato (MnO4
-
). Entretanto, a utilização deste tipo de 

tratamento não promove a mineralização completa dos contaminantes a CO2, havendo a 

formação de uma grande variedade de sub-produtos em geral, ácidos orgânicos (oxálico, 

tartárico, fórmico e acético) (VELLA et al., 1993). 

A eficiência de remoção dos fármacos em estações de tratamento depende das 

propriedades físico-químicas de cada composto. Vários trabalhos relatam que a eliminação 

destes compostos é freqüentemente incompleta, pois a taxa de remoção é variável. Por 

exemplo, para o anticonvulsivante carbamazepina uma remoção de 7% foi observada, 

enquanto que para o analgésico ácido acetilsalicílico 99% de remoção foi obtida numa estação 

de tratamento na Alemanha (TERNES et al., 1998). 

Huber et al., (2005) relataram que os filtros biológicos e unidades de lodos 

ativados são tecnologias de tratamento secundário mais freqüentemente usadas em ETE. No 

entanto, o tratamento de lodos ativados mostrou degradar produtos farmacêuticos em 

pequenas extensões. Maior tempo de retenção de lodo melhorou a degradação, mas a maioria 

dos compostos investigados não foram completamente degradados.  Como resultado, muitos 

medicamentos são apenas parcialmente removidas durante os processos biológicos e são 

liberados para águas superficiais (ANDREOZZI et al., 2003). Por isso, o tratamento biológico 

de águas residuais é insuficiente para alguns produtos farmacêuticos recalcitrantes, e o 
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processo de tratamento avançado antes e/ou após o tratamento biológico, parece promissor e 

até necessário (IKEHATA et al., 2006). 

Behera et al., (2011) reportaram que as estações de tratamento da municipalidade 

alcançaram mais de 99% de eficiência  para a remoção de  paracetamol, cafeína e estradiol.  

Entretanto, para a sulfametazina, metoprolol e carbamazepina apresentaram eficiência de 

remoção abaixo de 30%. Particularmente, a remoção de antibióticos variou  entre 11,2 e 69%. 

No tratamento primário (processo físico-químico), a remoção dos farmacos foi insignificante 

(até 28%).   

 

2.2 QUANTIFICAÇÃO DE FÁRMACOS NAS DIVERSAS MATRIZES AMBIENTAIS 

 

2.2.1 Metodologias de extração de resíduos de fármacos  

 

Em relação à quantificação dos resíduos de fármacos presentes nas diversas 

matrizes ambientais, um dos maiores desafios a ser alcançado, é o desenvolvimento de 

metodologias experimentais de baixa complexidade analítica, incluindo aparatos 

experimentais mais simples e de baixo custo, para identificação de fármacos. 

A análise direta de resíduos de fármacos, em baixos níveis de concentração, é 

praticamente inviável, seja pela complexidade da matriz, seja pelo limite de detecção das 

técnicas instrumentais disponíveis. Assim, faz-se necessário um pré-tratamento das amostras 

para eliminar, ao máximo, os interferentes e pré-concentrar os analitos para alcançar os 

limites de detecção desejados (SANTOS et al., 2007). 

Extração de amostra (isolamento e enriquecimento do analito) é comumente 

realizadas com fatores de concentração típico de 100 a1000, este intervalo é necessário para 

análise de amostras com  baixos limites de detecção (LOD). Embora uma variedade de 

técnicas têm sido empregadas para a extração de antibióticos, como liofilização           

(HIRSCH et al., 1998) ou extração líquido-líquido (LLE), a técnica mais utilizada é a 

extração por fase sólida (SPE) com cartuchos hidrofílicos e lipofílicos como por exemplo o 

HLB equilibrados (JEN et al.,1998). 

Fatta et al., (2007) pesquisaram o uso de vários sorventes utilizados na SPE e 

confirmaram que Oasis HLB foi entre os de melhor desempenho, possibilitanto a utilização 

em múltiplos analitos com características  ácidas, básicas e neutras incluindo os antibióticos.  
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Figura 2.2.1. Etapas envolvidas na SPE: condicionamento do sorvente, adição da amostra, remoção 

dos interferentes e eluição do analito. Fonte: Adaptado de: CALDAS et al., (2011). 

 

A Figura. 2.2.1 ilustra os procedimentos de SPE que consiste basicamente nas 

etapas conforme descritos a seguir: ativação do sorvente para deixar os sítios ativos 

disponíveis; condicionamento do sorvente com solvente adequado para ajustar as forças do 

solvente de eluição com o solvente utilizado no preparo da amostra de extração; percolação da 

amostra, quando ocorre a retenção do analito e às vezes de alguns interferentes; lavagem da 

coluna para retirar os interferentes menos retidos que o analito alvo; e por fim a eluição e 

coleta do analito (CALDAS et al., 2011; LINGEMAN & HOEKSTRA-OUSSOREN, 1997). 

Wardencki et al., (2007) ressalta a importância de atentar para alguns fatores para 

que o procedimento de extração (SPE) alcance a máxima eficiência. Os fatores inclui o 

recheio do cartucho, pH da amostra, modo de extração, temperatura, força iônica e tempo de 

extração. 

Os procedimentos de análise exigem um cuidado específico na sua execução, pois 

como os fármacos encontram-se muitas das vezes em matrizes complexas e em concentrações 

reduzidas, qualquer incompatibilidade do fármaco com o sorvente, poderá comprometer o 

resultado da recuperação. Na SPE vários são os fatores intervenientes no sucesso do processo 
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de isolamento e concentração dos analitos. Na literatura encontra-se uma enorme quantidade 

de métodos díspares para um mesmo propósito, denotando que o estudo aprofundado da 

otimização da técnica de SPE necessita ser realizado (LAGANÀ, et al., 2004; MOZAZ et al., 

2004).  

Para antibióticos, antifúngicos e antiparasitários de uso humano e veterinário, os 

sorventes mais utilizados são os cartuchos com copolímero divinilbenzeno e N-

vinilpirrolidona que, por apresentarem características de interação mista hidrofílica-lipofílica, 

esses cartuchos podem extrair analitos de média a alta polaridade, apresentando os melhores 

percentuais de recuperação (DIAZ-CRUZ e BARCELÓ, 2006). 

Para extração de analitos com características mais básicas, como fármacos de uso 

psiquiátrico (fluoxetina e sertralina) e β-bloqueadores (propanolol e metoprolol) podem ser 

utilizados sorventes de copolímero divinilbenzeno e N-vinilpirrolidona modificados com 

grupos sulfonato, para troca catiônica. Para analitos com características ácidas, como 

fármacos da classe dos antiinflamatórios não esteroidais (diclofenaco e naproxeno) podem ser 

utilizados sorventes com grupos dimetilbutilamina, capazes de realizar troca aniônica, ou à 

base de sílica modificada com C18 (PETROVIC et al., 2005). Uma alternativa é a utilização 

de cartuchos em série, como utilizados na extração de quinze fármacos com características 

distintas de acidez (básicos, neutros e ácidos) (LAVÉN et al., 2009). Para eluição dos 

analitos, são utilizados solventes com características polares, como acetona, metanol, 

acetonitrila e acetato de etila (PETROVIC et al., 2005; HERNANDEZ et  al.,2007; DIAZ-

CRUZ e BARCELÓ, 2006). 

Para escolha do sorvente compatível com as carateristicas do fármaco e da matriz, 

e fundamental realizar um estudo detalhado das propriedades físico-químicas do fármaco 

alvo, em face ao grande número de sorventes disponíveis no mercado. A Tabela 2.2.1 

apresentada o resultado das pesquisas com referência aos diferentes procedimentos da 

aplicação da técnica de extração em SPE para diversas classes de antibióticos, bem como as 

matrizes ambientais, tipos de sorventes e volume das amostras utilizadas no procedimento de 

extração e resultado do percentual de recuperação obtido.  

  



48 

Tabela 2.2.1.Classe do antibiótico, tipo de amostra, sorventes (volume da amostra e pH), solventes e 

percentual de recuperação  em procedimentos de SPE.  

Classe do 

Antibiótico 
Amostra 

Sorvente 
Solventes Recuperação 

(%) 
Referência Volume da amostra 

(mL), pH 

5 -lactâmicos Efluente SPE Oasis HLB 

200 mL, pH 7,5 

Metanol 

Acetonitrila 

Ácido fórmico 

Ácido trifluoroacético 

>70% 

Amoxicilina 

(10%) 

Cha et al., 

2006 

16 Sulfonamidas 

Trimetropim 
Efluente 

SPE Oasis HLB 

Sílica gel 

250 - 500 mL 

Metanol 

Ácido fórmico 
62-102% Chang et al., 

2008 

6 Sulfononamidas  

Trimetroprim 

5 Macrolídeos 

Efluente 
SPE Oasis HLB 

50 - 250 mL, pH 4 

Metanol 

Ácido fórmico 

Acetato de etila 

91-108% 

30 - 47% 

78 - 124% 

Gobel et al., 

2004 

2 Macrolídeos 

Sulfametoxazol 

Trimetropim 

Ofloxacino 

Efluente 
SPE Oasis HLB 

100 - 200 mL 

Metanol/ 

Acetonitrila 

Acetato de amônio 

40 - 116% 

50 - 80% 

88 - 111% 

95 - 106% 

Gros et al., 

2006 

Trimetropim Lodo SPE Oasis HLB 
Ácido fórmico 

Acetato de etila 
78% 

Gobel et al., 

2005b 

5 Fluoroquinolonas 

3 Sulfonamidas 

Trimetropim 

Efluente 
SPE Oasis HLB 

100 mL pH 2,5 

Metanol 

Acetonitrila 

90-129% 

37- 65% 

98 -109% 

Renew& 

Huang, 2004 

8 Fluoroquinolonas Efluente SPE Anpel MEP, 

100 e 500 mL, pH 3,0 

Metanol 

Ácido Fórmico 

Acetonitrila 

Tetrabutila amônio 

 

79 -109% Shi et al., 

2009 

20 Quinolonas e 

Fluoroquinolonas 
Efluente 

SPE Oasis HLB 

200 e 400 mL, pH 3,0 
Metanol 

Ácido fórmico 

64-127% 

Ácido 

piromidico 

<29% 

Xiao et al., 

2008 SPE 

Water WCX 

3 Macrolídeos Efluente 
SPE Oasis HLB 

120 mL, pH 5,0 

Metanol 

Acetonitrila         

Ácido fórmico 

83 -86% 

Yang & 

Carlson, 

2004 

6 Tetraciclinas 

5 Sulfonamidas 
Efluente 

SPE Oasis HLB 

120 mL, pH 3,0 

Metanol 

Acetonitrila         

Ácido fórmico 

 

78-95% 

91-104% 

Yang et al., 

2005 

2 Fluoroquinolonas 

2 Macrolídeos 

Sulfametoxazol 

Trimetropim 

Efluente 
SPE Strata-X þ XC 

250 mL, pH 3,0 

Metanol 

Acetonitrila         

Ácido fórmico 

76-97% 

92-100% 

68% 

104% 

Segura et al., 

2007 

5 Sulfonamida 

Trimetoprim 
Efluente 

SPE Oasis HLB 

50 mL, pH 4,0 

Metanol 

Acetonitrila 

Ácido fórmico 

72-110% 80-

103% 

Botisti et al., 

2007 

Fonte: Adaptado de: LE-MINH et al., 2010. 
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2.2.2 Recursos cromatográficos para análise de resíduos de fármacos 

 

2.2.2.1 Cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) 

 

A CLAE possui ampla aplicabilidade na consecução de estudos qualitativos e 

quantitativos de amostras provenientes de diversas matrizes ambientais, sobretudo na 

quantificação de resíduos de fármacos. Entretanto, deve-se ter atenção quanto aos produtos de 

degradação, o qual tem sido relatado que quando formados em detrimento as tecnologias de 

tratamento utilizadas, tem apresentado absorção no mesmo comprimento de onda do 

composto original. Neste caso é de crucial importância o acoplamento de recursos analíticos 

avançados, como por exemplo, a espectrometria de massa (EM).  

A cromatografia líquida é utilizada na análise de fármacos pelo fato de não 

necessitar volatilizar o composto, não correndo assim o risco de perder o analito e também 

pelo fato de não necessitar o uso de soluções derivatizantes, as quais geralmente são 

substâncias de alta toxicidade (LÖFFLER &TERNES, 2003). 

Foi relatado que a determinação de resíduos de antibióticos por CLAE com 

detecção espectrofotométrica incluindo fluorescência e absorbância ultravioleta apresentou 

resultados satisfatórios (CHOI  et al., 2007;. ESPONDA et al, 2009;. GOLET et al., 2002;. 

JEN. et al., 1998; LI et al., 2007;. PENG et al., 2008). No entanto, Hernández et al., (2007) ao 

realizar um levantamento mais detalhado, constatou  o impressionante progresso no 

desenvolvimento de método utilizando cromatografia líquida  acoplado a espectrometria de 

massa (CLAE-EM), em particular a cromatografia líquida-tandem  (CLAE-EM/EM) para 

determinar antibióticos em matrizes complexas tais como águas residuais  municipais. 

Para análises ambientais com o propósito de triagem (screening), com limites de 

detecção na faixa de concentração de μg L
-1

, o detector de UV pode ser perfeitamente 

utilizado ou ainda, quando a concentração dos analitos na matriz é elevada (KUMAR et al., 

2008; AGUILAR-ARTEAGA et al., 2010). 
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Figura 2.2.2. Faixa de aplicação da HPLC e GC para determinação de poluentes orgânicos emergentes 

baseados em suas propriedades físico-químicas de polaridade e volatilidade. 

Fonte: Adaptado de GIGER, 2009. 

 

A Figura 2.2.2 apresenta o diagrama de polaridade-volatilidade e de acordo com 

as características físico-químicas exibida pelos poluentes orgânicos o diagrama pode indicar 

de forma geral qual a técnica de separação mais adequada para ser aplicada como sistema de 

detecção do analito (GIGER, 2009).  

O conhecimento das propriedades físico-químicas dos analitos é de extrema 

importância para evitar problemas na quantificação dos analitos alvo, que podem estar 

relacionados com reações secundárias, com impurezas ou degradações na sua estrutura 

durante a aplicação do método analítico (HERNANDEZ  et al., 2007). 

As fases estacionárias mais utilizadas na CLAE para separação de compostos 

orgânicos são do tipo fase reversa (RP, reversed phase), com base de sílica com grupos C18. 

Fases estacionárias com grupos C8 podem ser utilizadas para β-bloqueadores e antibióticos 

(tetraciclinas, penicilinas, sulfonamidas e macrolídeos) (PETROVIC et a., 2005; 

HERNANDEZ et al, 2007). 

 

2.2.2.2 Cromatografia líquida de alta eficiência acoplada a espectrofotometria de massa 

(CLAE-EM) 

 

Nos últimos anos, a aplicação da técnica de CLAE-EM tornou-se um importante 

recurso analítico para determinação de resíduos de fármacos em amostras ambientais, em 

função da combinação entre a aplicabilidade da cromatografia líquida aliada à grande 

capacidade de detecção dos analisadores de massa. Desta forma, esta integração viabilizou o 
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desenvolvimento de métodos que possuem como características maior seletividade, 

sensibilidade e especificidade (COUTINHO et al., 2005; GALLI et al.,2006; BRONDI et al., 

2005). 

Análise de resíduos de fármacos em amostras ambientais como água de rios e 

água potável requer métodos sensíveis para a detecção de concentrações na faixa de g L
-1

 e 

ng L
-1

. Os produtos farmacêuticos e interferentes endócrinos que apresentam elevada 

solubilidade e polaridade, recentemente foram quantificados nos países mais desenvolvidos 

como Alemanha, EUA, Canadá, Holanda, Inglaterra, Espanha, Itália, Suécia, Japão, 

empregadando a técnica de cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massa CLAE-

EM. Neste caso, a utilização do espectrômetro de massas é feita basicamente através da 

ionização por eletrospray (ESI) ou ionização química a pressão atmosférica (APCI) 

(CASTILHO & BARCELÓ 2001; KOLPIN et al., 2002; RODRIGUEZ-MOZAZ et al.,2004; 

GLASSMEYER et al., 2005; CÉSPEDES et al., 2006).  

Os analisadores de massas mais comumente utilizados para detecção dos analitos 

são o triplo quadrupolo (QqQ) para o modo sequencial (massas em série), por tempo de vôo 

(TOF, time of flight) e o íon trap. O analisador tipo TOF foi empregado na determinação de 

fármacos (analgésicos, antibióticos, β-bloqueadores e antiepiléticos) em amostras de águas 

superficiais, águas subterrâneas e efluentes por apresentar maior detectabilidade, faixa 

dinâmica linear e exatidão de massa (PETROVIC et al, 2005).  

Triplo quadrupolos (QqQ) são muito utilizados para a quantificação sensível e 

seletiva de compostos conhecidos que mostram transições de massas específicas no modo 

monitoramento múltiplo de reações (MMR) (KOSJEK et al., 2007). 

 

2.3 A TUBERCULOSE 

 

A tuberculose (TB) humana é uma doença infectocontagiosa, causada pelo 

Mycobacterium tuberculosis. No passado a tuberculose foi responsável por milhões de morte 

(MARQUES e CUNHA, 2003). 

A introdução da quimioterapia e medidas profiláticas reduziram drasticamente o 

número de mortes, e esta situação se manteve por algumas décadas até que a TB voltou a ser 

considerada como a infecção por único agente que mais mata no mundo (DUCATI et al., 

2005).  
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Figura.2.3.1. Mapa da tuberculose no mundo 

Fonte: htpp//www.gamapreven.who.int/maplibrary/app/leanchresults.aspx 

 

 

A TB continua sendo um dos mais sérios problemas de Saúde Pública no mundo, 

sendo considerada uma doença reemergente. A Organização Mundial de Saúde (OMS) estima 

que um terço da população mundial esteja infectada pelo bacilo da tuberculose e que 

anualmente ocorrem cerca de 9,2 milhões de novos casos no mundo, levando cerca de 1,7 

milhões de pessoas ao óbito (VENDRAMINI et al., 2005). A Figura 2.3.1 apresenta o mapa 

de distribuição da TB no mundo.  

 

2.3.1 Epidemiologia  

 

No Brasil a incidência dessa doença é em torno de 71 casos por 100 mil habitantes 

com taxa de mortalidade bastante elevada, cerca de 4,8 mortes/mil habitantes. Essa realidade 

fez com que a OMS incluísse o Brasil, o único das Américas, na lista das 22 nações que 

concentram 80% dos casos de tuberculose registrados no mundo, ocupando a 19ª posição em 

número de casos em 2010. As maiores incidências estão nos Estados no Rio de Janeiro  (69,8 
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novos casos /100 mil habitantes), Amazonas (65,8 novos casos/100 mil habitantes), 

Pernambuco e Pará (46,0 novos casos/100 mil habitantes) e Rio Grande do Sul (44,8 novos 

casos/100 mil habitantes). A Região Centro-Oeste é a que apresenta a menor taxa do país 

(SINAN/SVS/MS, 2011). 

 

2.3.2 Agente etiológico 

 

O agente etiológico da TB é o Mycobacterium tuberculosis (Figura 2.3.2), foi 

descoberto em 1822 por Robert Koch, ficando conhecido por bacilo de Koch. O 

Mycobacterium tuberculosis, é um parasita intracelular que possui propriedade álcool ácido 

resistente, devido à grande quantidade de lipídeos presentes em sua parede celular 

(MARTINS et al., 2000).  

 

Figura. 2.3.2. Bacilo Álcool Ácido Resistente.  

Fonte: Disponível em: <http://www.fapeam.am.gov.br/noticia.php?not=5049>. Acesso em: 10 set 

2011. 

 

É capaz de sobreviver e multiplicar-se no interior de células fagocitárias, 

principalmente do sistema pulmonar, e sua ação é regulada pelo sistema imune do hospedeiro, 

e na maioria das vezes está condicionado a um estado de dormência. Produzem enzimas 

hidrolíticas ou fármaco modificador como ß-lactamase, aminoglicosídeo-acetil transferase que 

podem esclarecer a resistência natural de algumas cepas de Mycobacterium aos antibióticos 

usados no tratamento (ROSSETI et al., 2002 ). 

  

http://www.fapeam.am.gov.br/noticia.php?not=5049
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2.3.3 Fisiologia e mecanismo de infecção 

 

A transmissão da TB envolve a interação entre os fatores: micobactéria, 

hospedeiro, ambiente e tempo iniciando a partir da liberação de partículas infectantes de 

pacientes com a doença ativa. A tosse caracteriza sintomas de inflamação pulmonar crônica, 

além de ser o principal mecanismo de disseminação do microrganismo para novos 

hospedeiros. Esses bacilos expelidos pela tosse, espirro ou perdigotos são expulsos do pulmão 

pelo o ar, podendo permanecer em suspensão por algumas horas no meio ambiente. As 

gotículas mais pesadas se depositam no ambiente, e as mais leves permanecem em suspensão 

no ar ou então evaporam, quando inaladas podem atingir os bronquíolos e os alvéolos 

pulmonares e assim iniciar a multiplicação. É uma doença altamente contagiosa. Calcula-se 

que durante um ano uma pessoa infectada pode contaminar de 10 a 15 pessoas que tenha tido 

contato direto (GAZETTA et al., 2008). 

 

2.4 FÁRMACOS DE ESCOLHA PARA O TRATAMENTO DA TUBERCULOSE 

 

A arma mais eficiente e poderosa contra a TB ainda é a quimioterapia que é capaz 

de curar a quase totalidade dos casos (BISAGLIA et al., 2003; BARROSO et al., 2004). 

 

 

Figura 2.4.1. Sítio de ação dos principais fármacos utilizados no tratamento da tuberculose.  

Fonte: Adaptado de: TOIT et al., (2006). 

 

A Figura 2.4.1 correlaciona os fármacos pertencentes ao esquema terapêutico de 

tratamento da TB com os seus sítios de ação no agente patogênico. 
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O tratamento da tuberculose no Brasil preconiza dois esquemas: Esquema I, para 

novos casos, sem tratamento anterior para TB utilizando isoniazida (INH=H), rifampicina 

(RMP=R), pirazinamida (PZA=Z) e (b) Esquema III, para casos de falência ao E-I e 

acrescenta etambutol (EMB=E), estreptomicina (SM=S) ou etionamida (ETH=Et). Para 

situações de tuberuclose multi resistente, são indicados esquemas especiais com drogas de 

segunda linha (alternativas), sob os cuidados de um sistema de Vigilância Epidemiológica da 

TB-MR, pois a transmissão de isolados de M. tuberculosis resistentes pode ter sérias 

repercussões na epidemiologia e controle da TB (SVS, 2011). 

 

2.4.1 Isoniazida (INH) 

 

Figura 2.4.2. Estrutura molecular da Isoniazida (INH) 

 

A isoniazida (hidrazida do ácido isonicotínico, metabólito ativo), possui um grupo 

funcional amida o qual normalmente se comporta como ácido muito fraco, o tipo de 

substituinte ligado ao nitrogênio da função amida pode influenciar no grau de acidez dos 

hidrogênios ligados a este grupo (Figura 2.4.2).  

A isoniazida continua sendo considerada o principal fármaco de escolha para a 

quimioterapia da tuberculose. Todos os pacientes com doença causada por cepas do bacilo da 

tuberculose sensíveis à isoniazida devem receber o fármaco se forem capazes de tolerá-lo 

(MS, 2011). 
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Na Tabela 2.4.1 estão descritas as informações do fármaco investigado e as 

propriedades físico-química mais relevantes, que influenciam diretamente a ação biológica nos 

seres humanos e conseqüentemente o seu comportamento no meio ambiente. A Figura 2.4.3 

apresenta o espectro de massa do composto puro. 

 
Tabela 2.4.1. Propriedades físico-químicas da isoniazida 

Fármaco 

Nomenclatura 

IUPAC 

N° CAS 

 

pKa Fórmula 

Molecular 

Peso Molecular 

Solubilidade 

a  25° C 

Coeficientes de 

Partição óleo/água 

pKa a 20° C 

Toxicidade 

Isoniazida 

(piridina-4-

carbohidrazida) 

 

 

54-85-3 

 

 
2,0 e 3,5 

(BH+) 

 

C6H7N3O 

137,14 g/mol 

 

1.4 E+005   

mg L
-1 1,82 

DL50 100 

mg/kg 

(oral em 

humanos) 

Fonte: Disponível em: <http://www.drugbank.ca/drugs/DB00339> Acesso em: 20  ago 2011 

 

 

Figura 2.4.3. Espectro de massa da isoniazida (composto puro) 

Fonte: Disponívelem:<http://www.drugbank.ca/system/mass_specs/DB00951.gif?1265922773>  

Acesso em: 20 ago 2011. 
 

2.4.1.1 Resistência bacteriana 

 

Os mecanismos de resistência a isoniazida estão associadas às mutações 

enzimáticas próximas ao sítio ativo da molécula, resultantes da substituição de um único 

aminoácido, como por exemplo, serina por alanina na posição 94 [Ser94Ala] (DESSEN et al., 

1995; QUÉMARD et al., 1995; BALDOCK et al., 1996; ROZWARSKI, et al., 1998) são 

considerados suficientes para o desenvolvimento da resistência à INH. Adicionalmente, 

mutações resultantes da substituição dos resíduos Ser94, já mencionados, Ile194, Ile21, Ile95 
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http://www.nlm.nih.gov/cgi/mesh/2006/MB_cgi?term=54-85-3&rn=1
http://pt.wikipedia.org/wiki/Carbono
http://pt.wikipedia.org/wiki/Hidrog%C3%A9nio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Nitrog%C3%A9nio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Oxig%C3%A9nio
http://www.drugbank.ca/system/mass_specs/DB00951.gif?1265922773
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e Val78 também conferem resistência à INH (BANERJEE et al., 1998; MORLOCK et al., 

2003; KRUH et al., 2007; DIAS et al., 2007). 

 

2.4.1.2 Mecanismo de ação 

 

A isoniazida possui uma estrutura química simples, porém o seu mecanismo de 

ação contra o M. tuberculosis é extremamente complexo. É necessário a utilização de 

ferramentas genéticas para o estudo completo dos possíveis mecanismos de ação da isoniazida 

(VILCHÈZE & JACOBS, 2007). Muitos estudos bioquímicos e genéticos têm confirmado o 

alvo principal da isoniazida como sendo a proteína codificada pelo gene inha (BANERJEE et 

al., 1994; QUÉMARD et al., 1995; VILCHÈZE et al., 2000; LARSEN et al., 2002; 

KREMER et al., 2003). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.4.4. Mecanismo de ação da INH. A INH (1) sofre ativação pela enzima KatG para formar o 

aduto INH-NAD. O aduto inibe a InhA e, assim, a biossíntese dos ácidos graxos (FAS II), que são os 

responsáveis em sintetizar os ácidos micólicos (representação de três classes de ácidos micólicos: α-

micolatos, metóxi-micolatos e ceto-micolatos), é interrompida levando a morte celular. (VILCHÈZE 

& JACOBS, 2007). Fonte: Andrade et al., 2008. 

 

A isoniazida é considerada um pró-fármaco (bioprecursor), que é ativado in vivo 

pela enzima KatG, uma catalase-peroxidase micobacteriana (ZHANG et al., 1992; 

ROZWASKI et al.,1999),  para gerar a forma ativa (ânion ou radical), que se liga 

covalentemente ao átomo de carbono na posição 4 do anel nicotinamida do cofator (NAD, 

nicotinamida adenina dinucleotídeo), dando origem a um aduto no sítio ativo da enzima InhA, 
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inativando-a (Figura 2.4.4). Como conseqüência, ocorre a interrupção da biossíntese dos 

ácidos micólicos, considerados os principais constituintes da parede celular do M. 

tuberculosis (ROZWASKI et al., 1998). 

 

2.4.1.3 Absorção, distribuição e excreção 

 

A isoniazida é rapidamente absorvida quando administrada por via oral ou 

parenteral. As concentrações plasmáticas máximas, que são de 3 a 5 µg mL
-1

 são lançadas 

dentro de 1 a 2 h após a ingestão oral de doses habituais (GOODMAN & GILMAN, 2006). 

Nos seres humanos, os principais produtos de excreção resultam de acetilação 

enzimática (acetilisoniazida o primeiro metabólito formado pela isoniazida, sofre hidrólise 

enzimática para formar ácido isonicotínico e acetilidrazina) e hidrólise enzimática (ácido 

isonicotínico). Além disso, podem-se detectar na urina pequenas quantidades de um 

conjugado de ácido isonicotínico (provavelmente isonicotil glicina), uma ou mais isonicotil 

hidrazonas e diminutas quantidades de N-metilisoniazida. 

 

2.4.1.4 Métodos de análise da isoniazida (INH) 

 

As boas práticas farmacêuticas recomendam que antes de utilizar um método 

analítico para análise de fármacos, é necessário validá-lo para garantir que o método atenda às 

especificações desejadas (BRITTAIN, 1998; ERMER, 2001). O International Conference on 

Harmonisation (ICH, 2005), UNITED STATES PHARMACOPEIA 33 (USP 33, 2010), e a 

Resolução N° 899 (BRASIL, 2003) apresentam todos os parâmetros analíticos que devem ser 

avaliados para a validação de um método analítico, sendo que o tipo do método e seu 

respectivo uso determinam quais os parâmetros que devem ser avaliados, devendo ser 

selecionado o parâmetro de maior relevância no que diz respeito a comprovar efetivamente a 

validação de cada metodologia. 

Os métodos de análises para quantificação do teor do princípio ativo de INH em 

formulações farmacêuticas estão previstos nos principais compêndios oficiais de análises, e, 

portanto podem ser utilizados seguramente, pois são considerados métodos validados de 

acordo com os princípios postulados pela RE N° 899 (BRASIL, 2003). Existem também na 

literatura outros métodos para quantificação da INH como, por exemplo, em fluídos 



59 

biológicos que são extremamente úteis para avaliar o pico da concentração sérica  do fármaco 

no organismo em ensaios de biodisponibilidade relativa. 

A UNITED STATES PHARMACOPEIA 33 (USP 33, 2010) encontra-se 

descrito o método para determinação da isoniazida em formulação farmacêutica e na análise 

da matéria-prima utilizando a cromatografia líquida, empregando como fase móvel o tampão 

fosfato de potássio monobásico de 0,1 M a pH 6,9. A essa mesma solução, foi adicionada a 

trietanolamina. A fase móvel é preparada com solução tampão e metanol na proporção 

respectivamente de (95:5). As condições cromatográficas para análise de fármacos são as 

seguintes: Detector UV 254 nm; Coluna: 3,9-mm X 30 cm contendo L1, fluxo de                  

1,5 mL min
-1

 e com volume de injeção de 20 L.  

Bhutani et al., (2007) desenvolveram e validaram uma metodologia de análise  

para pesquisar e elucidar os compostos intermediários da isoniazida obtido após testes de 

estresse químico e físico. Os parâmetros cromatográficos bem como a especificação da coluna 

e composição da fase móvel, estão descritas a seguir: Coluna de fase reversa C18 (250 mm X 

4,6 mm, 5 m); fase móvel contendo uma mistura de água:acetonitrila (96:4 v/v) no modo de 

eluíção isocrático, vazão da bomba é de 0,5 mL min
-1

, e detetor UV no comprimento de onda 

de 254 nm. Para tanto, o método provou ser simples, exato, preciso, específico, seletivo e 

facilmente transferível para CLAE-EM.  

Unsalan et al., (2005) avaliaram a concentração no plasma sanguíneo dos 

pacientes sob terapia medicamentosa com os agentes tuberculostáticos, incluindo a isoniazida, 

pirazinamida e a rifampicina. As análises das amostras foram processadas por cromatografia 

líquida de alta performace (CLAE), usando uma coluna de fase reversa C18 acoplada a uma 

pré-coluna C18 de 4 m, com um gradiente de solvente na proporção de 3% a 40% (v/v) 

acetronitrila e tampão fosfato na vazão de 0,8 mL min
-1

. Foi utilizado um detetor de foto-

díodo. O método é reprodutível e acurado com baixos limites de quantificação sendo possível 

encontrar 0,6 mg L
-1 

para a isoniazida, 1,5 mg L
-1 

para a pirazinamida e 0,7 mg L
-1 

para a 

rifampicina.   

Smith et al., (1999), desenvolveram uma metodologia de análise considerada 

rápida, simples e sensível para aplicação em amostras geradas em estudos de 

biodisponiblidade de fármacos incluindo a rifampicina, isoniazida e pirazinamida. As 

amostras eram extraídas sob os procedimentos da SPE usando um cartucho C18, e após a 

eluição as amostras eram injetadas diretamente no sistema cromatográfico sob os seguintes 

parâmetros: composição da fase móvel 3% de acetonitrila e 0,06% de ácido trifluoroacético 
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(TFA). Coluna de fase reversa C8 Spheriosorb, (150 mm x 4,6 mm, 5 m), acoplado a uma   

pré coluna C8. A vazão foi de 1,5 mL min
-1 

e detetor de 254 nm. 

 

2.5 ETAPAS DE PRODUÇÃO DA ISONIAZIDA 

 

2.5.1 Memorial descritivo do processo produtivo  

 

Os comprimidos são preparações farmacêuticas de consistência sólida, forma 

variada, geralmente cilíndrica ou lenticular, obtidas agregando, por meio de pressão, várias 

substâncias medicamentosas secas e podendo ou não encontrar-se envolvidos por 

revestimentos especiais, assumindo, nesse caso, a designação de comprimidos revestidos 

(PRISTA et al., 2002). Os comprimidos são responsáveis por mais de 80% das diversas 

formas farmacêuticas atualmente administradas ao homem (PRISTA et al., 2002 &          

JIVRAJ et al., 2000).  

Conforme previsto na literatura especializada, os comprimidos podem ser 

fabricados de três formas: a partir da granulação por via úmida; granulação por via seca, ou 

também denominada de dupla compressão e a técnica da compressão direta (ANSEL et al., 

2007; PRISTA et al., 2002;  REMINGTON, 2000; LACHMAN et al., 2001). 

A tecnologia de fabricação do comprimido da isoniazida denomina-se granulação 

por via úmida, o qual sob o ponto de vista ambiental pode ser considerada de maior impacto 

ambiental, quando comparada com os demais tecnologias de fabricação de comprimidos,  

tendo em vista um maior número de processos unitários envolvidos na fabricação,  além de 

que nesta etapa ocorre a adição de água, o que de certa forma contribui com o aumento do 

volume de efluentes potencialmente poluidores com destaque para a presença de resíduos de 

compostos farmacêuticos farmacologicamene ativos.   

 

2.5.1.1 Granulação por via úmida 

 

A granulação por via úmida envolve quatro processos unitários: o umedecimento 

dos pós; granulação da massa úmida; secagem do granulado obtido e a posterior calibração do 

granulado seco em grãos de tamanho uniforme com uma adequada umidade. As Figuras 2.5.1 

e 2.5.2 apresentam as etapas de formação de grãos, e o esquema geral de granulação 

respectivamente.   
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Figura 2.5.1 Formação do grânulo por via úmida. Fonte: Adaptado de BERNARDES, 2006. 

 

 

 

Figura 2.5.2. Esquema geral da granulação. Fonte: Adaptado de CONTO et al., 2000. 

 

Segundo Martinello & Consiglieri (2005), a técnica de granulação por via úmida 

apresenta alguns aspectos negativos, que inclui a impossiblidade de fabricação de 

comprimidos contendo substâncias termolábeis ou facilmente hidrolisáveis e a suscetibilidade 

a contaminações. 
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Adicionalmente a estes aspectos cabe ainda ressaltar o elevado custo de produção 

pela necessidade de utilização de vários equipamentos, aumentando o consumo de água tanto 

no processo como também para efetuar a limpeza, como pode ser constatado nas Figuras 2.5.3 

(a); (b); (c); (d); (e); (f); (g) e (h), gerando grandes quantidades de efluentes contendo altos 

teores de resíduos de compostos farmacêuticos, especialmente a isoniazida. 
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Figura 2.5.3. Levantamento fotográfico dos equipamentos envolvidos no processo de granulação por 

via úmida para produção em escala industrial da isoniazida, destacando a presença de grande 

quantidade de resíduos de fármacos aderidos na superfície. (a) Câmara de granulação e mistura (High 

Shear); (b) Vista da câmara de granulação e mistura; (c) Funil alimentador do moinho granulador;     

(d) Vista do funil alimentador; (e) Perfil do moinho granulador; (f) Compressora rotativa;                  

(g) Plataforma de coleta da compressora rotativa; (h) Bandeja para coleta de comprimidos.  

 

2.5.2 Insumos farmacotécnicos utilizados na produção da isoniazida 

 

Os excipientes ou também denominados de adjuvantes ao processo produtivo são 

utilizados na preparação de comprimidos e divide-se em: diluentes, absorventes, aglutinantes, 
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desagregantes, lubrificanttes, agentes molhantes, corantes, tampões, aromatizantes e 

edulcorantes (PRISTA et al., 2002).  

No que se refere à produção em escala industrial da isoniazida, os insumos 

farmacotécnicos utilizados incluem a celulose microcristalina; amido de milho; estearato de 

magnésio, gelatina branca grau farmacêutico, talco R2BL, e o princípio ativo do fármaco, 

nesse caso a isoniazida, os quais serão apresentados a seguir dando ênfase especial a função 

de cada insumo no processo produtivo. 

 

2.5.2.1 Celulose microcristalina (CMC) 

 

A celulose microcristalina é amplamente utilizada na indústria farmacêutica como 

material retentor de água, estabilizante de suspensões, controlador característico de fluxo em 

sistemas utilizados para produtos finais, e como um agente aderente utilizado em formulação 

de comprimidos (PEREIRA et al., 2009). 

 

Tabela 2.5.1. Propriedades físico-químicas da CMC 

Número CAS 
Fórmula molecular 

e Estrutural 

Temp. 

Ignição 

Solubilidade 

em água         

(20 °C) 

Dens. Valor de pH 

9004-34-6 

(C6H10O5)n 

 

 

 

440 °C 

 

 

Insolúvel 1,5 g/cm
3
 

(20 °C) 

5,0 – 7,5      

(100 g/L, 

H2O, 20 °C) 

(pasta) 

Fonte: <http://www.drugbank.ca/drugs> Acesso em: 20 ago 2011  

 

2.5.2.2 Amido de milho  

 

O Amido resulta de uma modificação física ou química do amido de milho, sendo 

este parcialmente pré-gelificado. Possui diversas funções dentre as quais podemos destacar a 

compressibilidade, desintegração, agregação e lubrificação. Suas características principais 

são: inércia química e baixa viscosidade, oferecendo maior estabilidade frente à umidade 

(PRISTA et al., 2002). 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Registro_CAS
http://pt.wikipedia.org/wiki/F%C3%B3rmula_qu%C3%ADmica
http://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:Cellulose_Sessel.svg
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Tabela 2.5.2. Propriedades físico-quimicas do amido de milho 

Número 

CAS 

Fórmula molecular 

e Estrutural 

Ponto de 

fusão 

Solubilidade 

em água 
Densidade 

9005-25-8 

(C6H10O5)n 

 

decompõe-se 

a 200 °C 

50 g L
-1

          

(90 °C) 

550 a 700 kg/m
3
  

1,5 g/cm
3
 

Fonte: <http://www.drugbank.ca/drugs> Acesso em: 20 ago 2011  

 

2.5.2.3 Estearato de magnésio  

 

Este insumo farmacêutico exerce uma função extremamente importante em 

qualquer processo produtivo, o qual denomina-se de lubrificação diminuindo o atrito entre os 

punções e a matriz, facilitanto a ejeção dos comprimidos e reduzindo o desgaste dos punções 

das máquinas (SHETH et al., 1980; PRISTA et al., 2002; LACHMAN et al., 2001). 

 

Tabela 2.5.3. Propriedades físico-químicas do estearato de magnésio 

Nome IUPAC Número CAS 
Fórmula molecular 

e Estrutural 

Massa 

molar 

Ponto de 

fusão 

Magnesium 

octadecanoate 
557-04-0 

C36H70MgO4 

 

591.27 

g/mol 
88 °C 

Fonte: <http://www.drugbank.ca/drugs> Acesso em: 20 ago 2011  

 

2.5.2.4 Talco R2BL  

 

O talco de grau farmacêutico é um silicato de magnésio hidratado nativo, que é 

apresentado como um pó muito fino cristalino, branco ou acinzentado, sem areias, que 

espalha-se facilmente e adere à pele com facilidade (PRISTA et al., 2002).   

http://pt.wikipedia.org/wiki/Registro_CAS
http://pt.wikipedia.org/wiki/Registro_CAS
http://pt.wikipedia.org/wiki/F%C3%B3rmula_qu%C3%ADmica
http://pt.wikipedia.org/wiki/Ponto_de_fus%C3%A3o
http://pt.wikipedia.org/wiki/Ponto_de_fus%C3%A3o
http://pt.wikipedia.org/wiki/Solubilidade
http://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81gua
http://pt.wikipedia.org/wiki/Densidade
http://www.nlm.nih.gov/cgi/mesh/2009/MB_cgi?term=9005-25-8&rn=1
http://pt.wikipedia.org/wiki/Nomenclatura_IUPAC
http://pt.wikipedia.org/wiki/Registro_CAS
http://pt.wikipedia.org/wiki/F%C3%B3rmula_qu%C3%ADmica
http://pt.wikipedia.org/wiki/Massa_molar
http://pt.wikipedia.org/wiki/Massa_molar
http://pt.wikipedia.org/wiki/Ponto_de_fus%C3%A3o
http://pt.wikipedia.org/wiki/Ponto_de_fus%C3%A3o
http://www.nlm.nih.gov/cgi/mesh/2009/MB_cgi?term=557-04-0&rn=1
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Silicato_de_magn%C3%A9sio&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Hidratado&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:Amylopectine2.png
http://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:Magnesium_stearate.png
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2.5.2.5 Isoniazida  

Apresenta-se como um pó cristalino branco, solúvel  em água 125 mg mL
-1

 (25ºC), 

ligeiramente solúvel em etanol e praticamente insolúvel em éter e benzeno. Suas soluções em 

água na proporção 1:10 possuem pH entre 6,0 a 7,5. Valores de pka de 2,0 e 3,5 e Log P (pH 

7,4) é de 1,1 (UNITED STATES PHARMACOPEIA 33, 2010). Portanto, esse princípio ativo 

é adicionado na formulação, sendo este responsável por desencadear os efeitos terapêuticos 

sobre o agente patogênico.   

 

2.5.3 Efluentes gerados após as etapas de produção  

 

A produção farmacêutica pode incluir quatro diferentes tipos de processos de 

fabricação - fermentação, síntese química, extração, e formulação. As características e 

quantidades das águas residuais geradas depende do processo de fabricação. Os efluentes 

produzidos nas etapas de lavagem dos equipamentos é potencialmente mais poluidor do que 

os resíduos gerados nas operações unitárias (AKMEHMET-BALCIOGLU &  ÖTKER, 2003). 

A Figura 2.5.5 apresenta o registro fotográfico da seqüência dos procedimentos 

realizados para limpeza da câmara de granulação e mistura (High Shear), utilizado na etapa de 

granulação durante a produção da isoniazida. Conforme pode ser observado, nota-se uma 

turbidez acentuada nos efluentes gerados, face a grande quantidadede de resíduos ainda 

presentes na superfície dos equipamentos e que foram parcialmente solubilizados e 

transferidos para os efluentes. As análises de caracterização com referência aos principais 

indicadores de contaminação ambiental não foram contempladas nesse trabalho. Entretanto, é 

interessante ressaltar que de acordo com Alaton et al., (2004) os quais relataram que os 

efluentes farmacêuticos provenientes das etapas de processo de formulações de antibióticos 

possuíam DBO com valores menores que 20 mg L
-1

, mas a DQO apresentará valores na faixa 

de 800-1500 mg L
-1

, sugerindo que os antibióticos podem ser considerados praticamente não 

biodegradáveis.  

Outro aspecto digno de nota, diz respeito a possibilidade desses efluentes 

causarem resistência aos microsganismos presentes na etapa biológica das estações de 

tratamento de efluentes das industrias farmacêuticas, configurando um grave problema 

ambiental.    
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Figura 2.5.4. Registro fotográfico da limpeza da câmara de granulação e mistura (High Shear). (a) 

início da limpeza; (b) efluente coletado em bombonas; (c) comparação entre água destilada e os 

efluentes gerados após o1ª enxágüe e 2ª enxágüe; (d) excesso do resíduo acumulado no fundo 

do becher. 

 

2.6 PROTOCOLOS DE ESTUDO DE ESTRESSE QUÍMICO DE FÁRMACOS PARA 

INVESTIGAÇÃO DOS COMPOSTOS INTERMEDIÁRIOS 

 

A estabilidade dos produtos farmacêuticos depende de fatores ambientais como 

temperatura, umidade, luz e de outros fatores relacionados ao próprio produto como 

propriedades físicas e químicas das substâncias ativas e excipientes farmacêuticos, forma 

farmacêutica e sua composição, processo de fabricação, tipo e propriedades dos materiais de 

embalagens (BRASIL, 2005). 

A Resolução N° 01 ―Guia para Estudo de Estabilidade‖ (BRASIL, 2005), trouxe 

uma relevante contribuição para consecução de ensaios onde se deseja forçar a degradação de 

compostos farmacêuticos, com o intuito de investigar e elucidar a formação dos produtos de 

degradação. A resolução foi elaborada com o propósito de estudar a estabilidade de 

(a) (b) 

(c) (d) 

ÁGUA 

DESTILADA 

1ª 

ENXAGUE 

2ª 

ENXAGUE 
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formulações farmacêuticas, o qual para se estabelecer  prazos de validade,  necessita submeter 

as amostras a condições de estresse, para mapear a formação de produtos de degradação. 

Com respeito à identificação dos compostos intermediários formados nas 

amostras resultantes do processo de oxidativos avançados, as metodologias descritas por esta 

resolução podem ser amplamente utilizadas. 

Buthani et al., (2007) com o intuito de investigar o potencial de degradação da 

molécula da isoniazida, submeteu o fármaco a condições de fotólise, hidrólise ácida e alcalina 

e também a temperatura. Esses ensaios encontram-se totalmente compatíveis com as 

metodologias descritas pela Resolução N° 01 (BRASIL, 2005). 

Segundo Klick et al., (2005) a natureza do teste de estresse utilizado para o 

fármaco depende de suas características intrínsecas e da forma farmacêutica a ser 

desenvolvida. Para consecução dos ensaios, são utilizadas condições mais severas do que as 

condições do estudo de estabilidade acelerada, como estratégia para a fase de 

desenvolvimento da forma farmacêutica (ICH, 2003). 

 

2.6.1 As diferentes abordagens dos testes de estresse químico de fármacos 

 

Sabe-se que os fatores intrínsecos dos fármacos, como por exemplo a estrutura 

molecular e os seus substituintes determinam a sua maior ou menor reatividade. Entretanto, 

existem outros fatores que podem afetar a estabilidade de um fármaco (ALLEN, 2002, 2010).    

O estudo de degradação forçada inclui os efeitos causados pela variação da 

temperatura, solvente, umidade quando necessário, oxidação, fotólise e suscetibilidade à 

hidrólise por extensa variação dos valores de pH, condições mais comum da degradação de 

fármacos.  

A despeito do pH pode ser considerado uma das variáveis mais importantes no 

que se refere a estabilidade de um fármaco (ALLEN, 2002, 2010).  

Um grande número de pesquisas vem sendo realizadas para a obtenção de 

compostos intermediários de muitos fármacos utilizados na prática médica, utilizando 

diferentes métodos de obtenção e identificação (KAPOOR et al., 2006; KUMAR et al., 2008; 

BEDSE et al., 2009). A seguir serão apresentados alguns protocolos que podem ser utilizados 

na consecução de ensaios, onde se deseja realizar a degradação forçada de fármacos, para 

posterior identificação de intermediários. 
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2.6.1.1 Hidrólise 

 

A possibilidade de reduzir o efeito da hidrólise nos fármacos pode ser explicada 

pela constante dielétrica. O efeito da constante dielétrica do solvente sobre a estabilidade do 

fármaco, no qual a reação de decomposição envolve a reação de um íon e um fármaco 

carregado (por exemplo, a catálise específica ácida ou básica) pode ser expressa pela      

Equação 1: 

log k = log k  =  - KzAzB/      (Equação 1) 

Onde:  

zA e zB representam a carga do íon e do fármaco; 

K =  constante para um dado sistema a uma temperatura fixada; 

K =  é a constante de velocidade num solvente de constante dielétrica infinita, 

obtida pela extrapolação do gráfico de log k em função de 1/, onde  é a constante dielétrica 

(FLORENCE & ATTWOOD, 2006).  

A realização do estudo de estresse em condição de hidrólise ácida, utiliza-se 

principalmente o ácido clorídrico e para a hidrólise básica utiliza-se hidróxido de sódio, sendo 

que, muitas variações são observadas no tempo e na temperatura de exposição de fármacos 

para essa condição (Figura 2.6.1). A configuração experimental adotada deve reproduzir 

fielmente as condições do ensaio realizado com o intuito de fotodegradar o fármaco.  Para a 

hidrólise realizada em pH neutro, onde geralmente se utiliza água como agente de hidrólise a 

taxa de decomposição é lenta, o que é compreensível, porque reações em pH neutro são não-

catalíticas e por isso podem ser necessários períodos mais longos sob condições de 

temperatura extremas, para conseguir quantidades suficientes de produtos de degradação. No 

início do ensaio são utilizadas condições mais amenas, assumindo que o fármaco seja instável. 

Dependendo dos resultados obtidos, aumenta ou diminui a concentração, adicionalmente as 

condições de reação empregadas (SINGH & BAKSHI, 2000). 
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2.6.1.2 Oxidação 

 

A degradação oxidativa é um dos principais problemas de estabilidade das 

formulações de fármacos, dentre os mais conhecidos e estudados têm-se os esteróides, 

antibióticos, vitaminas, óleos e gorduras. A oxidação (Figura 2.6.2) envolve a retirada de um 

átomo eletropositivo, radical ou elétron, ou a adição de um átomo eletronegativo ou radical. 

Muitas oxidações são reações em cadeia, que se desenvolvem lentamente sob a influência do 

oxigênio molecular. Tal processo de reação é referido como uma auto-oxidação (FLORENCE 

e ATTWOOD, 2003).  

0,1 M HCl/NaOH por 8 horas sob 

Refluxo 

1 M HCl/NaOH, 12 h 

sob Refluxo 

2 M HCl/NaOH, 24 h 

sob Refluxo 

5 M HCl/NaOH, 

Refluxo 

Declarar que o fármaco é 

praticamente estável 

Degradação 

Suficiente 

Degradação Total Sem Degradação 

Aceitar 
Degradação 

Suficiente 

Degradação Suficiente 

0,01 M HCl/NaOH, 8 h 

40°C 

Degradação Total 

0,01 M HCl/NaOH, 2 h 

25°C 

Degradação Total 
 

Prosseguir os estados sob 

condições mais amenas 

Degradação Suficiente Degradação Suficiente 

Degradação 

Suficiente 

 

Sem Degradação 

Sem Degradação 

 

Sem Degradação 

 

Início 

Figura 2.6.1. Fluxograma do estudo de estresse: Hidrólise sob condições ácidas e básicas.  

Fonte: Singh & Bakshi, 2000. 
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2.6.1.3 Fotólise 

 

Segundo Moriwaki et al., (2001) a maioria dos princípios ativos empregados na 

formulação de medicamentos apresenta máximos de absorção na região do ultravioleta do 

espectro eletromagnético. A radiação ultravioleta é muito energética e pode propiciar a 

clivagem de muitas ligações químicas, ocorrendo à degradação da molécula. Desta forma, é 

importante conhecer a fotoestabilidade das drogas utilizadas e os produtos formados. 

  

3% H2O2 por 6 horas a        

Temperatura Ambiente (T.A.) 

3% H2O2 por 24 horas,  
T.A. 

 

10% H2O2 por 24 horas, 

T.A. 
 

30% H2O2 por 24 horas, 
T.A. 

 

Declarar que o fármaco é 

praticamente estável 

Degradação 

Suficiente 

Início 

Degradação Total Sem Degradação 

Aceitar Degradação 

Suficiente 

Degradação Suficiente 

1% H2O2 por 3 horas, 

T.A. 

Degradação Total 

1% H2O2 por 30 min., 

T.A. 

 

Degradação Total 
 

Reduzir exposição 

Degradação Suficiente Degradação Suficiente 

Degradação 
Suficiente 

 

Sem Degradação 

Sem Degradação 

 

Sem Degradação 

 

Figura 2.6.2. Fluxograma do estudo de estresse: Oxidação.  

Fonte: Singh & Bakshi, 2000. 
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Figura 2.6.3. Fluxograma do estudo de estresse: Fotólise.  

Fonte: Singh & Bakshi, 2000. 

 

O estudo de fotoestabilidade é atualmente uma importante ferramenta para a 

avaliação da estabilidade de fármacos. Existe muita variação da maneira na qual a 

fotoestabilidade é realizada. Os fármacos podem sofrer exposição a comprimentos de onda 

curtas ou longas dentro da faixa do UV, ou luz fluorescente sob temperatura ambiente (Figura 

2.6.3). O período de exposição pode variar passando de algumas horas a vários meses 

(SINGH & BAKSHI, 2000). 

 

2.6.1.4 Estabilidade térmica 

 

A temperatura assim como o pH, é uma das variáveis mais importantes em se 

tratando de estabilidade do fármaco. A temperatura altera a estabilidade, aumentado a taxa da 

velocidade das reações cerca de duas a três vezes para cada aumento de 10°C, para a grande 

maioria das moléculas. O efeito da temperatura foi sugerido pela primeira vez por Arrehenius, 

através da Equação 2. 

 

 K (t) = Aexp 
–Ea/RT

      (Equação 2) 

 

1,2 x 106 LX horas de exposição 

6 x 106 LX horas de 

exposição 
 

Declarar que o fármaco 
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Degradação Suficiente 

Degradação Suficiente 
 

Sem Degradação 
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Onde: 

k = constante da velocidade da reação; 

A = fator pré-exponencial ou fator de freqüência; 

Ea = energia de ativação aparente; 

R= constante universal dos gases perfeito (1, 987 cal · K
-1

 · mol
-1

); 

T = temperatura absoluta 

 

Derivando a Equação acima tem-se: 

 

             (Equação 3) 

 

Através das relações implícitas presente na equação acima, pode-se inferir que a 

elevação da temperatura no meio reacional, resulta num aumento da velocidade de reação ou 

da velocidade de degradação do fármaco. A energia de ativação, qua oscila entre 10 a            

30 kcal.mol
-1

 para maioria das moléculas, é uma medida da sensibilidade a velocidade de 

degradação, em decorrência das alterações da temperatura. A representação de Arrhenius (ln k 

vs 1/T ) permite predizer a estabilidade de uma gama diversificada de fármacos, já que 

possibilita extrapolar a velocidade de reação a uma dada temperatura (WATERMAN E 

ADAMI, 2005; YOSHIOTA E STELLA, 2002).  

 

2.7 COMPOSTOS INTERMEDIÁRIOS  

 

2.7.1 Os compostos intermediários da isoniazida e os ensaios in vitro 

 

As diversas impurezas que podem ser encontradas nas matérias-primas de 

fármacos podem receber a denominação de orgânicas, inorgânicas e solventes residuais. Em 

relação às impurezas orgânicas, estas podem ser em função das etapas de síntese ou então do 

próprio armazenamento da matéria-prima. Quanto às impurezas inorgânicas, normalmente são 

em decorrência do processo de síntese e incluem os metais, sais inorgânicos e os 

catalisadores. Os solventes são líquidos orgânicos e inorgânicos, que exercem a função de 

veículos da solução e são utilizados nas etapas de síntese do composto (ICH, 2006a).  

Para efeito de estudo, podem ser consideradas duas classes: impurezas e 

compostos intermediários. As impurezas são grupo de substâncias presentes na matéria-prima 

  

  
  =  A exp 

–Ea/RT
  f() 
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do produto farmacêutico, como co-produtos ou intermediários de síntese. Os compostos 

intermediários constituem uma importante classe de subprodutos presentes nos fármacos, que 

são resultantes da reação do fármaco com os excipientes farmacotécnicos de produção, ou 

agentes físicos e químicos. A luz da legislação vigente, as impurezas presentes na matéria-

prima do fármaco não necessitam ser monitoradas no produto farmacêutico final, a não ser 

que possua o comportamento de produto de degradação i.e composto intermediário (ICH, 

2006b).  

Segundo Rao et al., (1971) determinaram a estabilidade da molécula da  

isoniazida livre em solução de xarope de groselha utilizando vários açúcares. O mecanismo de 

degradação in vitro da isoniazida caracteriza-se por hidrólise, com a formação de hidrazonas, 

seguida de reação de condensação.  

Gallo & Radaelli (1976) & Singh et al., (2001) descreveram a ordem de 

vulnerabilidade à degradação da molécula do fármaco para as associações de produtos 

farmacêuticos de primeira linha, utilizado no tratamento da tuberculose o qual apresentou a 

seguinte ordem: rifampicina >isoniazida >pirazinamida.  

Devani, Shishoo & Patel (1985) estudaram a interação entre a isoniazida e 

açúcares redutores representados pela lactose, galactose e maltose e observaram a formação 

de lactose isonicotina hidrazona, sendo este considerado produto de degradação da lactose 

com a isoniazida. Este produto tem sido detectado em comprimidos de isoniazida na faixa de 

0,3-14%, sendo que estes valores aumentam para 22% em países de clima quente. De todos os  

açúcares pesquisados a galactose foi que apresentou o maior efeito catalítico sobre a 

isoniazida.  

Matsui et al., (1983) pesquisaram as propriedades mutagênicas e cancerígenas da 

hidrazona (um dos possíveis intermediários da isoniazida), e alertam sobre os perigos da 

formação desta substância em matérias-primas e formas farmacêuticas como comprimidos. 

Ainda de acordo com esses autores, análises de comprimidos de isoniazida (100 mg) 

armazenados durante 5 meses na umidade relativa de 60 - 70% UR, revelaram 

aproximadamente 1,5% de hidrazona. 

Singh et al.,(2002) investigaram a absorção da umidade na ausência e na presença 

de luz em especialidades farmacêuticas contendo princípios ativos da classe dos 

tuberculostáticos. Maior teor de umidade foi observado para as formulações contendo 

isoniazida/etambutol, quando comparada com formulações contendo apenas etambutol. 

Lewin & Hirsch (1955) avaliaram os efeitos do calor e agentes quelantes sobre a 

estabilidade da isoniazida, em solução, sob diferentes valores de pH. Foi detectado que em 
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solução tampão pH 8,8 e pH 6,5 a isoniazida sofre decomposição de 90 e 80% 

respectivamente, enquanto que em pH 4,8 a decomposição é cerca de 10%. Em relação à 

adição de EDTA à solução pH 6,7 manteve a estabilidade do fármaco. Na presença de calor, 

os cátions –Cu
2+

e Mn
+2 

– favorecem a degradação da isoniazida. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2.7.1. Compostos intermediários da isoniazida.  

Fonte: Bhutani et al.,2007. 

 

Bhutani et al., (2007) submeteram a isoniazida a diferentes condições  reacionais, 

incluindo a hidrólise, oxidação, fotólise e estresse térmico. A exposição do fármaco no estado 

sólido a 50 °C por 60 dias e 60 °C por 15 dias não resultou em decomposição significativa. 

Em HCl 0,1 mol L
-1

 a 80 °C, foi observado degradação gradual com formação de ácido 

isonicotínico. Comportamento similar foi constatado em meio com  HCl 1 mol L
-1

, sendo 

observado neste caso mais de 50 % de degradação em 4 dias. A velocidade da hidrólise em 

meio ácido foi superior à observada em água ou em meio alcalino. O aquecimento do fármaco 

em água gerou, além do ácido isonicotínico, quantidade reduzida de isonicotinamida. A 

exposição da isoniazida ao peróxido de hidrogênio a 3 ou 30 %  resultou na formação de 

ácido isonicotínico e isonicotinamida. A exposição à luz das soluções em ácido, água ou base 

não resultou em degradação diferente do observado no escuro. Em contra partida, quando o 

fármaco sólido foi exposto à luz, tornou-se inicialmente amarelo e, após exposição prolongada, 

marrom. O cromatograma resgistrou um pico sendo então caracterizado como sendo o do 
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ácido isonicotínico N’-(piridil-4-carbonil)-hidrazida, não observado nos outros experimentos. 

Seis compostos intermediários foram identificados conforme indicados na Figura 2.7.1. 

 

2.7.2 Toxicidade dos compostos intermediários da isoniazida 

 

Tsarichenko et al.,(1977) pesquisaram a toxicidade do ácido isonicotínico em 

comundongos através da aplicação tópica, e foi observado uma leve hiperemia e irritação no 

local. A inalação desta substância por ratos estimulou o sistema nervoso central e aumentou a 

velocidade de respiração bem como causou alterações histológicas no fígado, além de ser 

cumulativo e apresentar propriedades alergênicas. Os autores estabeleceram ainda o limite de 

1 mg/m
3
 para a presença do ácido isonicotínico no ar. 

 

 

Figura 2.7.2. Mecanismo de ativação da isoniazida via agentes acetilantes 

Fonte: SARMA et al., 1986 

 

Sarma et al.,(1986) avaliaram o efeito hepatotóxico da hidrazina, e concluíram 

que a administração diária da rifampicina associada a isoniazida resulta na formação do ácido 

isonicotínico e hidrazina, em função do mecanimo de ação desencadeado via acetiladores 

lentos e rápidos da isoniazida Figura 2.7.2. A formação de hidrazina foi mais expressiva em 

acetiladores lentos, grupo cuja freqüência de ocorrência de hepatite é considerada maior. Esse 

efeito esta associado à indução da enzima hidrolase sobre a isoniazida causada pela 

rifampicina. 

Sax & Dang (apud TIMPERIO et al., 2005) reportaram que a hidrazina causa um 

número diversificado de efeitos tóxicos incluindo neuropatia periférica, efeitos hepatotóxicos, 

hiperglicemia e câncer. A isoniazida mostrou produzir tumor de pulmão em camundongos 
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(DELANEY & TIMBRELL, 1995) e de induzir aberrações cromossómicas e trocas de 

cromatides irmãs em cultura de células de roedores (MacRAE et al., 1979). 

Donald et al., (1994) examinaram crianças que receberam doses de isoniazida 

para tratamento da meningite tuberculosa, e foi constatado concentrações significativas de 

hidrazina decorrentes do metabolismo do fármaco. Entretanto, nenhuma correlação clínica 

pode ser estabelecida entre a produção de hidrazina e indicadores clínicos ou bioquímicos de 

disfunção hepática. Para que a hidrazina alcance o seu potencial tóxico, são necessários 

fatores adicionais como danos hepáticos pré-existentes em decorrência de hepatite viral ou 

outra patologia hepática existente. 

Sarich et al., (1996) ressaltam que embora os metabólitos da isoniazida como a 

acetilidrazina e hidrazina sejam normalmente indicados como os responsáveis pela 

hepatotoxicidade do fármaco, não foi observada nenhuma relação entre a concentração da 

acetilidrazina ou da isoniazida com a presença de efeitos hepatotóxicos. Em contra partida, a 

hidrazina parece estar associada no mecanismo patogênico da necrose hepática. 

Sanfeliu et al., (1999) estudaram o grau de toxicidade da isoniazida e concluíram 

que apesar da isoniazida ser considerada razoavelmente tóxica, alguns pacientes 

desenvolveram neuropatia periférica associada a deficiência de vitamina B6. Alguns 

metabólitos da isoniazida são considerados hepatotóxicos, e não existe informações 

suficientes sobre o seu potencial efeito neurotóxico. Com objetivo de avaliar esse efeito, 

células neurais obtidas de camundongos foram expostas à isoniazida e seus metabólitos. A 

isoniazida não apresentou neurotoxicidade em até sete dias de estudo e a hidrazina foi o 

metabólito que apresentou maior toxicidade.  As demais substâncias, incluindo o ácido 

isonicotínico, causaram efeitos neurotóxicos de leve a moderado. 

 

2.8 PROCESSOS OXIDATIVOS 

 

Ao longo dos últimos anos, os compostos  farmacêuticos vem sendo considerados 

um problema ambiental emergente, devido à sua entrada contínua e elevada  persistência no 

ecossistema aquático, mesmo em baixas concentrações. Processos Oxidativos Avançados 

(POAs) são tecnologias baseadas na intermediação de radicais hidroxila e outros para oxidar 

compostos recalcitrantes, tóxicos e não-biodegradáveis a vários subprodutos e, 

eventualmente, para produtos finais inertes. As aplicações ambientais de POAs são 

numerosas, incluindo água e tratamento de águas residuais (isto é, remoção de poluentes 
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orgânicos e inorgânicos e agentes patogênicos), redução da poluição do ar e remediação do 

solo. Os POAs são aplicados para a redução da poluição causada pela presença de resíduos de 

fármacos em águas (KLAVARIOTI et al., 2009). 

A Figura 2.8.1 apresenta o percentual da aplicação dos POAs para degradação de 

diversos compostos farmacêuticos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.8.1. Distribuição dos POAs avaliados para degradação de compostos farmacêuticos.  

Fonte: KLAVARIOTI et al., 2009. 
 

Em via de regra estes processos têm como principal característica a geração de 

radicais hidroxilas (HO
•
) altamente reativo e não seletivo, em quantidade suficiente para 

oxidar a maiora dos compostos orgânicos presentes nos efluentes dando início a uma série de 

reações de degradação que podem culminar em espécies inócuas, tipicamente CO2 e H2O 

(AMIRI et al., 1997). Vários processos de produção do radical hidroxila têm sido estudados, 

geralmente utilizando ozônio, peróxido de hidrogênio, irradiação na região UV, fotocatálise e 

reagente de Fenton (STEPNOWSKI et al., 2002; ZALAZAR et al., 2008; ROSAL et 

al.,2009). 

Para o tratamento de efluentes contendo compostos farmacêuticos dentre as 

opções de processos oxidativos, a radição ultravioleta associada ao perôxido de hidrogênio se 

mostram viáveis sob o ponto de vista técnico por envolverem reações com espécies com alto 

poder oxidante, além de não ocorrer à formação de lodo e transferência de fase dos poluentes 

e os produtos finais da reação são CO2, H2O e íons inorgânicos. A principal característitca dos 

resíduos de fármacos diz respeito à elevada complexidade estrutural, sobretudo no que diz 

respeito ao potencial de que mesmo parcialmente degradado esses compostos ainda podem 

exercer efeitos terapêuticos sobre os microrganismos presentes na biota aquática. A luz do 
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exposto será apresentado a seguir os resultados das referências bibliográficas destacando a 

aplicação do POA para fotodegradação de fármacos pertencentes à classe terapêutica dos 

antibióticos  

 

2.8.1 Processos Oxidativos Avançados (POA) 

 

Os radicais hidroxila são formados a partir de oxidantes como H2O2 ou O3, sendo 

que a eficiência pode ser aumentada pela combinação com irradiação ultravioleta (UV) ou 

visível ou catalisadores (íons metálicos, semicondutores) (GLAZE et al., 1987). 

Os POA são alternativas tecnológicas viáveis e eficientes para degradação de 

substâncias orgânicas recalcitrantes, presentes em efluentes aquosos em baixas concentrações, 

como por exemplo, os resíduos de fármacos.  

Sob o ponto de vista operacional, os POA podem ser aplicados à degradação de 

resíduos de fármacos, tanto na saída das ETE quanto em etapas finais do processo de 

tratamento de água. Em efluentes de ETE, a remoção desses resíduos evitaria a contaminação 

de águas superficiais por essa fonte e, conseqüentemente, os efeitos em organismos aquáticos 

seriam minimizados (MELO et al., 2009). 

 

2.8.1.1 O processo H2O2/UV  

 

A formação de radical HO• ocorre em função da reação de oxidação do peróxido 

de hidrogênio, no qual ocorre a cisão homolítica da molécula, rompendo a ligação sigma de 

elevada energia (O – O, 48,5 kcal mol
-1

), sob irradiação direta da lâmpada de UV, que emite 

energia luminosa no comprimento de onda de 254 nm. O rendimento quântico dessa reação é 

quase unitário (HO• = 0,98 a 254 nm) (DOMÈNECH et al., 2001). 

As Equações 3 a 5 mostram formação do radical HO• e a oxidação de um 

composto R.   
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H2O2 + hv  2 HO•
      

(Equação 3) 

H2O2 + O2 
 
HO• + OH

- 
+ O2

     
(Equação 4) 

RH + HO• 
 
H2O + R•  produtos oxidados   (Equação 5) 

 

O rendimento do sistema H2O2/UV pode ser otimizado com uso de lâmpadas 

específicas. Normalmente em projetos de reatores fotocatalíticos são utilizadas lâmpadas de 

vapor de mercúrio de média ou baixa pressão, que emitem em comprimento de onda de        

254 nm. Entretanto, a absortividade do peróxido de hidrogênio é baixa nesta região do 

espectro (ε254 = 18,6 L mol
-1

 cm
-1

), sendo necessárias altas concentrações do oxidante para 

atingir oxidação satisfatória dos contaminantes (DOMÈNECH et al., 2001). 

 

2.8.1.1.1 Restrições quanto à aplicabilidade do processo H2O2/UV  

 

Apesar da eficiência cientificamente comprovada desta tecnologia, é importante 

considerar algumas observações e/ou restrições quanto à correta aplicabilidade do processo 

H2O2/UV.  

Em reações de fotodegradação o peróxido de hidrogênio também pode agir como 

sequestrador de radicais HO•. Neste sentido, altas concentrações de H2O2 podem reduzir a 

eficiência do processo de degradação, o que pode ser representado pela Equação 6. 

 

H2O2 + HO•  H2O + HO2•
     

(Equação 6) 

 

Bandara et al., (1997) avaliaram o procedimento de adição de H2O2 em relação a  

taxa de conversão do substrato. Foi observado um aumento na taxa de mineralizacão com a 

adição gradativa do peróxido durante o transcurso da reação, ao invés de adicioná-lo numa 

única vez, logo no início da reação.  

A taxa de adição de H2O2 pode influenciar na mineralização do composto alvo. Os 

autores verificaram um aumento na taxa de mineralização com a adição de peróxido aos 

poucos na reação, ao invés de adicioná-lo no início da reação. Este comportamento pode ter 

sido ocasionado pelo fato do H2O2, mesmo em condições ótimas de operação, pode atuar 

como capturador de radicais HO• (Equação 6), e ainda pela ocorrência de intermediários que 

dificulta o alcance do estado pseudo-estacionário da reação. Assim, haverá competição entre 

os intermediários e o poluente alvo pelo radical HO•. É interessante, portanto, avaliar uma 
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modificação experimental da batelada simples para a batelada alimentada com pequenas taxas 

de aplicação do H2O2 no decorrer da reação (CRUZ, 2000). 

A fotólise do peróxido de hidrogênio é dependente do pH, uma vez que em meio 

alcalino a dissociação do H2O2 é favorecida formando o íon HO2
-
, que apresenta maior 

absortividade molar (MELO et al.,2009).  

No entanto, a elevação excessiva do pH prejudica o processo, devido ao seqüestro 

de radicais hidroxila por íons carbonato e bicarbonato (Equações 7 e 8). A ação competitiva 

desses íons constitui a principal interferência nos processos oxidativos baseados na produção 

de radicais HO
•
 (LEGRINI et al.,1993; DOMÈNECH et al.,2001). 

 

HO
•
+HCO

-
3   H2O + CO3 

•-     
 (Equação 7) 

HO
•
+ CO3 

2-
 

 
HO

-
 + CO3 

•-    
  (Equação 8) 

 

Andreozzi et al., (1999) relataram que a fotólise direta do H2O2 em meio aquoso 

depende do pH e cresce a medida que condições mais alcalinas são utilizadas por causa do 

coeficiente de absortividade molar do anion HO2-. Em pH ácido o efeito dos ―sequestradores‖ 

de radicais, principalmente carbonatos e bicarbonatos, é anulado e, por isso, baixos valores de 

pH são normalmente preferidos para o processo H2O2/UV.  

Segundo Andreozzi et al., (2003) unindo-se o mecanismo de degradação por 

fotólise com radiação UV o mecanismo químico oxidativo com H2O2, o tratamento híbrido 

H2O2/UV fornece, em geral, uma degradação maior do que a obtida com a aplicação dos 

processos separadamente.  

Em altas concentrações de peróxido de hidrogênio, podem ocorrer reações que 

consomem radicais HO
•
 (Equações 9 a 11), afetando negativamente o processo de degradação 

(DOMÈNECH et al.,2001). 

 

H2O2 + HO
  


 
H2O + HO2     (Equação 9) 

HO2
•
 + HO

•


 
H2O + O2      (Equação 10) 

HO
•
+ HO

•


 
 H2O2      (Equação 11) 

Ainda neste contexto, Wong & Chu (2003) relataram que o pH inicial do meio 

após a adição do H2O2 interfere no processo de fotodegradação. Nesse sentido, os autores 

chamam a atenção para determinação do valor ótimo de pH para cada molécula alvo que se 

deseja fotodegradar.  
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Segundo Chu (2001) em condições de pH inicial menores que o pH ótimo, há uma 

diminuição dos íons hidroxilas o que provavelmente reduz a formação dos radicais hidroxilas 

no meio. Em contra partida, num meio alcalino o H2O2 se torna instável, se decompondo 

rapidamente em água e oxigênio mesmo na presença da luz.  

 

2.8.1.1.2 Remoção de resíduos de fármacos por processo H2O2 / UV 

 

O POA na sua variante H2O2/UV tem sido amplamento utilizado em diversos 

estudos como tecnologia de escolha para remoção de resíduos de fármacos em diferentes tipos 

de efluentes. A Tabela 2.8.1 apresenta uma série de estudos, aplicados a remoção de diversos 

fármacos, na sua grande maioria pertencente à classe terapêutica dos antibióticos.  

 



83 

Fármaco Matriz Objetivo Condições Experimentais Resultados Referência 

Amoxacilina e 

Paracetamol. 

Água Milli-Q 

contendo os 

fármacos de 

forma isolada na 

concentração de 

0,1 mmol L
-1

. 

Avaliar a eficiência de 

fotodegradação do fármaco 

em diferentes valores de pH 

e concentração de H2O2. 

Reator de 800 mL cujo volume 

irradiado foi de 280 mL.  Lâmpada 

de UV de 15 W e irradiação no     

= 254 e 365 nm. O pH na faixa de 

2,5 a 9,0. Concentração de H2O2 

utilizada foi de 5 a 20 mmol L
-1

. 

A eficiência de remoção dos fármacos, foi obtida após 5 e 10 

min de irradiação, alcançando percentuais de remoção de COT 

de 63% (amoxacilina) e 70% (paracetamol) no tempo de 30 

minutos. A variação de pH não influenciou a efetividade da 

reação de degradação. 

 

Trovó et al., 

(2011). 

Cetoprofeno, 

Naproxeno, 

Carbamazepina, 

Ácido 

Clofibrico, 

Iohexol e 

Ciprofloxacina. 

Água de 

superfície e Água 

Milli-Q. 

Avaliar a eficiência de foto 

degradação  frente a potência 

da lâmpada. 

Foram utilizadas lâmpadas de baixa 

e média pressão. 

A lâmpada de média pressão provou ser mais eficaz para a 

maximização da degradação de todos os fármacos avaliados 

do que as lâmpadas de baixa pressão. Foi observado um 

aumento considerável na taxa de degradação da 

carbamazepina e naproxeno, passando de não detectável para 

13% e de 36% para 52% respectivamente. As constantes de 

velocidade aumentaram com a diminuição da duração da fonte 

de luz e o aumento da concentração de H2O2, reduz a taxa de 

degradação devido o sequestro dos radicais OH. A fotólise  

UV do naproxeno foi acompanhada pela produção de pelo 

menos dois produtos de degradação. 

 

Pereira et al., 

(2007). 

41 fármacos. 

Incluindo 12 

antibióticos e 

10 analgésicos. 

Efluente real. 

Avaliar a remoção de 

fármacos de águas residuais  

em tempo real. 

A configuração experimental possui 

três reatores de bancada 

interligados em série, com volume 

de 35 L cada e TRH de 5 mim com 

vazão de  10m
3
/dia. Foram 

utilizadas três lâmpadas de vapor de 

mercúrio de baixa pressão (65 W) e 

= 254 nm. O reator foi aerado com 

uma taxa de 0,5 L min
-1

.                  

A concentração de H2O2 foi              

1,7 mg L
-1

. O reator foi 

continuamente aerado numa vazão 

de 1,9 e 416,7 L  h
-1

. 

Foi observado em R1 90% de eficiência de remoção para a 

maioria dos fármacos, exceto norfloxacina (69%) e cafeína 

(67%), a uma dose de  UV de 923 mJ/cm
2
. 

Kim et al., 

(2009). 

Tabela 2.8.1. Principais fontes bibliográficas utilizando o processo H2O2/UV para remoção de fármacos 
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Sulfametoxazol, 

sulfametazina, 

sulfadiazina,e 

sulfametoxazol. 

Água ultrapura, 

água de lago, águas 

residuais, e 

efluentes de estação 

de tratamento. 

Avaliar o efeito do pH, 

concentração de H2O2 e 

composição  da matriz 

sobre as taxas de foto-

oxidação. 

Os experimentos se desenvolveram em 

reator de bancada utilizando uma lâmpada 

de UV de baixa pressão com   =254 nm. 

O pH influenciou as taxas de fotólise, e exerceu  pequeno 

efeito na taxa de foto-oxidação. Para o sulfametoxazol a 

forma neutra (pH 7,6) foi mais facilmente fotodegradada 

do que forma aniônica (pH 3,6), além de ter apresentado 

maior rendimento quântico e elevada taxa de fotólise.  A 

sulfametazina e sulfadiazina apresentaram efeito inverso o 

qual a forma aniônica foi mais rapidamente fotolisada do 

que a forma neutra. O trimetropim, a taxa de oxidação foi 

maior para a forma catiônica (pH 3,6) do que para a forma 

neutra (pH 7,8). Com relação a efetividade do processo, 

para uma dose de 10 mg H2O2 L
-1 

a  intensidade da energia 

UV necessária para alcançar 90% de remoção de 

sulfametoxazol foi < 860 e < 330 mJ/cm
2
 respectivamente. 

Para a sulfametazina, sulfadiazina e trimetropim, foram 

necessários  uma maior intesidade UV > 900 mJ/cm
2
 para 

alcançar a eficiência de  degradação de 90%. 

Baeza & 

Knappe 

(2011). 

Meprobamato, 

carbamazepina,

dilantin, 

atenolol, 

primidona e 

trimetoprim. 

Efluente real. 

Avaliar a eficiência de 

foto-oxidação na 

presença de 

contaminantes incluindo 

alcalinidade, nitrito e 

especialmente matéria 

orgânica. 

O sistema utilizou lâmpada UV de 254 nm. 

Foram avaliadas intensidade de UV de 300, 

500 e 700  mJ/cm
2 
para três amostras. Os 

tempos de exposição variaram  de                 

6 a 20 min para atingir a intensidade UV 

desejada. As dosagens de H2O2 foram de 0, 

2, 5, 10, 15, 20 mg L 
-1 

aplicados 30 s antes 

da radiação UV. Foi utilizado 75 mL de cada 

alíquota de água residual num reator de 

vidro de 250 mL. 

Os resultados variaram de não observado a > que 90% de 

eficiência e indicaram que a eficácia do tratamento 

H2O2/UV para a remoção de fármacos a partir de águas 

residuais ocorre não só devido a concentração de matéria 

orgânica mas também em função da reatividade intrínsica 

dos radicais OH.  A remoção de fármacos  também foi 

correlacionada com reduções na absorção UV a 254 nm. 

 

Rosário-Ortiz 

et al., (2010). 
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Metaprolol, 

amoxacilina, 

naproxeno e 

fenacetina. 

Água do 

reservatório, água 

subterrânea e 

efluentes 

secundários a partir 

de duas ETAR 

municipal. 

Avaliar a eficiência de 

remoção de fármacos 

dissolvidos em água 

Milli-Q ou em matrizes 

de água. 

Foi utilizado reator cilíndrico de 500 mL 

encamisado em banho termostático, a 

temperatura de 20 ± 0,2 °C. Lâmpada de 

baixa pressão (15W), com =254 nm. O 

reator foi alimentado com 350mL com um 

dos quatro produtos farmacêuticos e 

dissolvido em água Milli-Q e ajustado o pH 

com tampão de ácido fosfórico / fosfato 

(0,05M). No segundo grupo de 

experimentos, quatro matrizes de água foram 

utilizadas para estudar a oxidação  

em condições reais de tratamento de água. 

Dois deles foram coletadas de águas 

naturais. A água subterrânea, e  de superfície 

e água do reservatório público.  As demais 

matrizes de água foram coletadas amostras 

de efluentes secundários a partir de duas 

ETAR. 

A taxa de degradação seguiu a seguinte seqüência: 

amoxicilina > naproxeno > metoprolol > fenacetina. Taxas 

mais baixas foram obtidas com os fármacos dissolvidos em 

águas naturais e efluentes secundários, devido à presença 

de matéria orgânica presente que consumia os agentes 

oxidantes. 

Benitez et al., 

(2009). 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Será apresentado a seguir a abordagem técnico-experimental adotada durante a 

consecução dos estudos para avaliar a eficiência de fotodegradação face a utilização dos 

processos oxidativos avançados (POA), na sua variante H2O2/UV como tecnologia terciária 

de escolha para redução da concentração ativa do fármaco em estudo, bem como a 

identificação qualitativa e estrutural dos compostos intermediários possivelmente formados.  

Neste capítulo será especificado também todo o aparato instrumental, e as 

metodologias analíticas utilizadas para quantificação dos parâmetros de eficiência. Os  

experimentos referentes ao tratamento do fármaco por POA utilizando o reator fotocatalítico 

de bancada, e as análises de determinação de carbono orgânico total (COT), pH, 

condutividade, espectrofotometria de absorção molecular no ultravioleta (UV-Vis) e a 

cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE), foram realizados no Laboratório 

Farmacêutico da Marinha (LFM), na divisão de controle de qualidade, seção de análises 

físico-química. 

Em relação às análises da concentração residual de amônia, e os experimentos de 

extração por fase sólida (SPE), foram realizados no Laboratório de Controle de Poluição de 

Águas (LABPOL) do Programa de Engenharia Química da COPPE/UFRJ. 

As análises por cromatografia líquida acoplada a espectrometria de massa (CLAE-

EM), foram realizadas no Laboratório de Bioequivalência e Farmacocinética da Vice-

Presidência de Produção e Inovação em Saúde da Fundação Oswaldo Cruz (FIOCRUZ).  

 

3.1 FÁRMACO  

 

O fármaco utilizado nos experimentos de fotodegradação foi: isoniazida (INH) 

(piridina-4-carbohidrazida). A amostra de referência foi fornecida pelo Laboratório 

Farmacêutico da Marinha (LFM), em grau analítico USP (UNITED STATES 

PHARMACOPEIA), sendo o mesmo padrão de referência utilizado nas análises de controle 

de qualidade dos comprimidos de isoniazida produzidos e fornecidos ao Ministério da Saúde 

(MS).  
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3.2. PADRÃO PRIMÁRIO DE TRABALHO 

 

Tanto para o preparo do efluente sintético, e para a realização das análises de 

investigação da concentração residual em solução do fármaco, bem como nos experimentos 

de SPE foi utilizado o padrão primário USP, conforme preconizado nas metodologias 

analíticas dos principais compêndios oficiais de análises adotados pelas indústrias 

farmacêuticas. A Tabela 3.2.1 apresenta as informações detalhadas do padrão de isoniazida.  

 

Tabela 3.2.1. Informações detalhadas do padrão primário de isoniazida. 

Padrão 

Fórmula 

Molecular 

e Estrutural 

Teor Lote 
Teor de 

pureza 
CAT N° Fornecedor 

INH 

C6H7N3O 

 

200 mg 10G205 99,97% 1349706 USP 

Fonte: <http://www.drugbank.ca/drugs> Acesso em: 20 ago 2011.  

 

3.3 PREPARO DAS AMOSTRAS 

 

A solução contendo o fármaco utilizada nos ensaios de fotodegradação foram 

preparadas a partir do padrão primário (Tabela 3.2.1), na concentração inicial de 10 mg L 
-1

 

com água Milli-Q (0,22 μm) num balão volumétrico âmbar de 2 L e mantido sob agitação no 

banho ultrasônico por 30 minutos. Após a completa dissolução do fármaco, as amostras eram 

submetidas imediatamente a análise de medição de Carbono Orgânico Total (COT) e 

transferidas para o reator fotocatalítico. 

 

3.4. REAGENTES ANALÍTICOS 

 

Os solventes utilizados no processamento analítico das amostras na CLAE, 

CLAE-EM, bem como nos experimentos de SPE eram de elevado grau de pureza analítico. 

Todos os outros reagentes e compostos químicos usados eram de Pureza Analítica (PA), e 

foram mantidos sob um rigoroso controle de qualidade, pois eram também utilizados nas 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Carbono
http://pt.wikipedia.org/wiki/Hidrog%C3%A9nio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Nitrog%C3%A9nio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Oxig%C3%A9nio
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análises de verificação do enquadramento dos padrões de qualidade exigidos para aprovação 

dos medicamentos produzidos pelo Laboratório Farmacêutico da Marinha conforme  

preconizado pelo UNITED STATES PHARMACOPEIA 33, 2010. O peróxido de hidrogênio 

(H2O2) utilizado possuía a concentração de 30% v/v, da empresa Veteq Química. 

 

3.5. ENSAIOS EXPERIMENTAIS COM OS POA 

 

3.5.1. O processo H2O2/UV 

 

O sistema H2O2/UV foi selecionado entre outros POAs porque possibilita a 

construção de reatores simples, não necessitando de unidades de separação após o tratamento. 

O processo requer uma etapa prévia de filtração para a remoção de sólidos suspensos, os 

quais, se presentes no reator fotoquímico, dispersam o feixe de luz, podendo reduzir a 

eficiência do processo (LIRA et al., 2006). Entretanto, durante a realização dos experimentos 

não houve necessidade de filtrar as amostras. 

Para consecução dos ensaios de fotodegradação, foram utilizadas as seguintes 

proporções molares de carbono e peróxido de hidrogênio: C:H2O2 [1:1] e [1:2] e diferentes 

tempos de retenção hidráulica (TRH), objetivando a identificação das condições ótimas de 

operação do reator, visando posteriormente o ―scale up” do sistema de tratamento. 

 

3.5.2 Especificações técnicas do reator fotocatalítico de bancada 

 

O reator empregado neste estudo (Figura 3.5.1), já havia sido utilizado em 

diversos trabalhos de pesquisas desenvolvidos no Laboratório de Controle de Poluição de 

Águas (LABPOL) do Programa de Engenharia Química da COPPE/UFRJ, onde sua eficiência 

foi devidamente comprovada. O presente trabalho não contemplou o estudo dos efeitos 

hidrodinâmicos no reator. 
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Figura 3.5.1. Foto do reator fotocatalítico utilizado nos experimentos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.5.2. Desenho esquemático do reator fotocatalítico com as respectivas dimensões. 
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REATOR COM O 
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ISONIAZIDA  10 mg L -1 
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Conforme ilustrado na Figura 3.5.2 esse sistema é composto por um reator 

fotoquímico em vidro borossilicato com geometria cilindrica possuindo altura de 60 cm e 

diâmetro de 9,0 cm com volume total de 2 L. A lâmpada de UV-C germicida (Philips) emite 

energia luminosa no comprimento de onda de 254 nm, e possui potência nominal de 15 Watts, 

e encontrava-se encamisada por um tubo de quartzo de 2 mm de espessura por 55 cm de 

comprimento e diâmetro de 4,0 cm.   

Após a alimentação do reator com o efluente sintético, a lâmpada devidamente 

encamisada pelo o tubo de quartzo, era posicionada concentricamente ao reator. O sistema 

possui ainda um difusor de ar de pedra porosa, localizado na base do reator ao qual 

encontrava-se conectado a um sistema de ar comprimido, para manter o reator em constante 

agitação a fim de promover uma  completa homogeneização do líquido. O sistema é dotado de 

uma válvula manual para retirada de alíquotas de amostras para posterior processamento 

analítico. O reator foi protegido com papel laminado, para não haver dispersão do feixe de luz 

da lâmpada de UV.  

 

3.5.2.1 Parâmetros operacionais e tempo de retenção hidráulica (TRH) 

 

O reator foi operado em batelada simples tradicional (volume constante), onde foi 

fixado um volume reacional de 2 L, sendo o reator alimentado numa única vez, e as alíquotas 

retiradas nos intervalos de tempo pré-fixados para reação, a fim de processar as análises 

físico-químicas de avaliação da eficiência de degradação e mineralização, e demais 

parâmetros. O fluxo de ar introduzido na massa líquida, para manter o sistema em constante 

agitação foi medido por um fluxômetro o qual registrou o valor de 0,5 L min
-1

. A radiação 

emitida pela lâmpada de UV-C germicida foi de aproximadamente 8,0 mW/cm
2
           

(SOUZA et al., 2010). 

Os tempos de retenção hidráulica (TRH) adotados para consecução dos 

experimentos foram especificados conforme descritos a seguir: 1,3, 5, 7, 10, 20, 30, 40, 50, 60 

min. Foram também adotados os tempos de 60 min UV e 60 min H2O2 com objetivo de 

avaliar o comportamento do fármaco quando submetido apenas a irradiação ultravioleta (UV) 

e apenas na presença de peróxido de hidrogênio (H2O2) respectivamente, sendo estes 

denominados de experimento controle.  
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Antes do start up do sistema, a lâmpada de UV era mantida acesa por 5 minutos, a 

fim de estabilizar a intensidade da energia luminosa. Após esse período era dosado o H2O2 no 

reator, e simultaneamente o cronômetro era acionado para controle do tempo de reação. 

A eficiência do sistema foi acompanhada pela retirada sistemática de 100 mL de 

amostra, nos tempos de reação pré-estabelecidos para avaliação da eficiência conforme 

parâmetros informados no item 3.5.2.4 do presente trabalho.  

 

3.5.2.2 Procedimento de cálculo da quantidade de H2O2 

 

A quantidade de H2O2 adicionado no reator estava diretamente relacionada com o 

volume total de efluente sintético a ser tratado bem como o resultado obtido nas análises de 

COT. Para cada nova batelada, o efluente sintético era submetido à análise de COT, para  

cálculo exato do volume de H2O2 a ser adicionado no reator. O H2O2 foi adicionado ao sistema 

sempre numa dosagem única no início do experimento, com auxílio de uma micropipeta 

devidamente calibrada. A concentração de H2O2 utilizada variou de 0,84 mmol para proporção 

molar [1C:1H2O2], e 1,86 mmol para [1C:2H2O2]. 

 

3.5.2.3. Procedimentos de cálculo da eficiência de degradação e mineralização do fármaco 

 

         (Equação 12) 

 

Onde Wi e WF indicam as concentrações iniciais e finais respectivamente, dos 

parâmetros analíticos investigados. Essa equação foi utilizada para estimar a eficiência da 

concentração de isoniazida degradada (INH mg L
-1

) e do percentual de remoção de COT (% 

Remoção de COT) em função do tempo reacional. 

 

3.5.2.4. Parâmetros analíticos avaliados 

 

 Com objetivo de avaliar a eficiência do processo de fotodegradação, foram 

escolhidos os parâmetros analíticos, bem como adotado a estratégia de monitoramento, 

conforme apresentado a seguir e resumido na Tabela 3.5.1. 

% ED = Wi  - WF . 100

  Wi 
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 COT (mgC L
-1

) – imediatamente após o preparo do efluente sintético e após POA nos 

intervalos de tempo especificados; 

 pH - imediatamente após o preparo do efluente sintético (pH original da solução), 

após a dosagem do H2O2  e após POA em todos os intervalos de tempo especificados; 

 Condutividade (S cm
-1

) - imediatamente após o preparo do efluente sintético 

(condutividade original da solução), após a dosagem do H2O2 e após POA em todos os 

intervalos de tempo especificados; 

 NH3 (mg L
-1

) -  imediatamente após o preparo do efluente sintético e após POA em 

todos os intervalos de tempo especificados; 

 ABS UV-Vis  (=265 nm) - após o preparo do efluente sintético e após POA em todos 

os intervalos de tempo especificados; 

 Conc. residual do fármaco via CLAE-EM (mg L
-1

) - somente após POA em todos 

os intervalos de tempo especificados; e 

 Produtos de degradação via CLAE-EM - somente após POA em todos os intervalos 

de tempo especificados. 

 
Tabela 3.5.1. Estratégia de monitoramento dos parâmetros analíticos avaliados.  

Tempo 

(min) 

Parâmetros Analíticos 

COT 

(mg C L-1) 
pH 

Condutiviade 

(S cm-1  ) 

NH3 

(mg L-1) 

ABS UV-Vis   

=265 nm 

Conc. 

Residual 

CLAE-

EM 

(mg L-1) 

PD 

CLAE-

EM 

ANTES 

POA 

APÓS 

POA 

ANTES  

(H2O2) 

APÓS 

(H2O2) 

FINAL 

POA 

ANTES 

(H2O2) 

APÓS 

(H2O2) 

FINAL 

POA 

ANTES 

POA 

APÓS 

POA 

ANTES 

POA 

APÓS 

POA 

APÓS 

POA 

APÓS 

POA 

1 

X 

X 

X 

 

 
 

 

X 

X 

X 

 

 
 

 

 
 

 

X 

X 

X 

X 

 

X 

X X X 

3 X X X X X X X 

5 X X X X X X X 

7 X X X X X X X 

10 X X X X X X X 

20 X X X X X X X 

30 X X X X X X X 

40 X X X X X X X 

50 X X X X X X X 

60 X X X X X X X 

60    

(UV) 
X NR* X NR* X X X X X 

60 

(H2O2) 
X X X X X X X X X 

NR
*
 - Não Realizado. 

 

3.6 MÉTODOS ANALÍTICOS 

 

Será descrito a seguir os equipamentos bem como as metodologias analíticas 

utilizadas durante o monitoramento da eficiência de degradação e mineralização da INH, bem 
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como a caracterização dos produtos de degradação formados. A grande maioria das 

metodologias analíticas utilizadas neste estudo constam nos compêndios oficiais de análise e 

por esse motivo são metodologias consagradas e sistematicamente aplicadas pelas indústrias 

farmacêuticas. 

 

3.6.1 Carbono orgânico total (COT) 

 

Para os procedimentos experimentais realizados neste trabalho, o COT foi 

analisado imediatamente após o preparo da solução contendo o fármaco, e após o término da 

reação conforme escopo experimental apresentado no item 3.5.2.4 O equipamento utilizado 

no processamento das análises foi o COT 2000 FARMA (Ind. Com. Eletro Eletrônica 

GEHAKA Ltda.), com mecanismo de funcionamento baseado no princípio de Foto-Oxidação 

Catalítica. 

Neste sistema, a amostra é primeiramente coletada e armazenada dentro de um 

reator. Este compartimento possui uma lâmpada de ultravioleta com comprimento de onda de 

185 nm e um material catalítico. Com a emissão de raios UV, o carbono é desprendido das 

moléculas orgânicas e inorgânicas e forma o CO2. Este último altera sensivelmente a 

condutividade da água, que por fim é registrada por um condutivímetro e convertida em COT, 

sendo o valor expresso em ppb. 

Antes da realização das análises de COT, foi realizada a calibração do 

equipamento, utilizando uma solução padrão de sacarose (C12H22O11) COT de 500 ppb, 

conforme procedimentos recomendado pelo fabricante. 

 

3.6.2 Preparo da curva padrão de calibração  

 

O preparo da curva padrão de calibração da INH utilizada respectivamente para o 

cálculo do percentual de recuperação da SPE bem como para o cálculo da concentração 

residual da INH por CLAE-EM, foi realizada a partir do padrão primário USP (Tabela 3.2.1), 

usando como diluente a água Milli-Q (0,22 µm) na seguinte faixa de concentração: 0,01 a      

10 mg L
-1

. 
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A concentração residual de INH foi calculada pela interpolação dos dados 

adquiridos na curva de calibração, realizada com a solução padrão contendo o fármaco 

estudado. 

 

3.6.3 Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) 

 

3.6.3.1. Determinação da concentração residual de INH  

 

Neste trabalho a CLAE, foi utilizada com o propósito de quantificar o percentual 

de recuperação obtidos na extração por fase sólida. 

Para escolha da metodologia analítica, foram realizadas pesquisas nos principais 

compêndios oficiais de análises, denominadas de Farmacopéia utilizada rotineiramente pelas 

indústrias farmacêuticas, tendo em vista que as metodologias analíticas empregadas nas 

análises de controle de qualidade dos fármacos, no que se refere à determinação do teor do 

princípio ativo, são extraídas desses compêndios, e portanto, são metodologias consagradas e 

algumas validadas segundo os requisitos da Resolução de N° 899 (BRASIL, 2003). 

A Tabela 3.6.1 apresenta os dados do equipamento bem como a especificação da 

coluna, fase móvel e os parâmetros cromatográficos utilizados no processamento analítico das 

amostras. 

 

Tabela 3.6.1. Dados do equipamento de CLAE e condições cromatográficas (UNITED STATES 

PHARMACOPEIA 33, 2010). 

 

Dados 

do 

    Equipamento 

Fármaco - Isoniazida 

Composição 

Fase Móvel 
Condições Cromatográficas 

Marca 

Waters® Alliance 
KH2PO4 0,1 M 

+ 

N(C2H4OH)3  (95:5) 

 

 

TAMPÃO 

(KH2PO4) 

+ 

METANOL 

pH 6,9 

Coluna 
C18 5µm 4,6x250mm 

Waters 

Modelo 

Waters 2695 

Part. N° 
186003117 

12138164134614 

Vol de Injeção 100 µL 

Separations 

Module 

Waters 2993 DAD 

Detector UV/DAD 254 -nm 

Fluxo 1,5 mL min
-1 
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3.6.4 Cromatografia líquida de alta eficiência acoplada à espectrometria de massa 

(CLAE-EM) 

 

3.6.4.1 Determimação da concentração residual do fármaco 

 

 

Foram realizadas análises no equipamento de cromatografia líquida de alta 

eficiência acoplado a um espectrômetro de massa tipo quadrupolo (CLAE-EM), para todas as 

alíquotas retiradas nos tempos de retenção hidráulica (TRH) amostrados no reator, com intuito 

de determinar a concentração residual do fármaco alvo bem como caracterizar 

qualitativamente os produtos de degradação resultante do POA empregado.  

As análises foram realizadas no Laboratório de Bioequivalência e 

Farmacocinética da Vice-Presidência de Produção e Inovação em Saúde da Fundação 

Oswaldo Cruz (FIOCRUZ). As amostras eram colocadas nos vials e mantidas sob 

temperatura controlada (20°C), e somente conduzidas ao laboratório da FIOCRUZ, no dia em 

que as análises eram processadas. 

Os parâmetros cromatográficos de análise bem como composição da fase móvel  

estão descritas na Tabela 3.6.2. Com relação a metodologia analítica empegrada, foi utilizada 

uma metodologia desenvolvida no próprio laboratório da FIOCRUZ. 

 

3.6.4.2 Caracterização dos compostos intermediários  

 

As análises de caracterização dos compostos intermediários foram realizadas 

apenas de forma qualitativa e foram processadas via sistema CLAE-EM, em todos os TRH 

especificados para o experimento. 

O equipamento utilizado nas análises de identificação dos produtos de degradação 

possuía tecnologia triplo quadrupolo com dois quadrupolos (analisadores) em paralelo e 

câmara de colisão (quadrupolo em U) ligados ao detetor elétron multiplier, que possui a 

função de multiplicação dos elétrons. Possui sistema de capilar após o shield a 6 graus em 

relação ao primeiro quadrupolo que também precisa de quebra de vácuo para promover a 

limpeza do circuito. O sistema possui ainda uma bomba de baixa pressão com dois pistões e 

um único motor delta de fluxo/pressão não muito baixo para CLAE-EM. 
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A Tabela 3.6.2 apresenta os dados do equipamento utilizado, incluindo modelo 

bem como os  parâmetros cromatográficos de análises e composição da fase móvel adotados 

para consecução das análises. 

 

Tabela 3.6.2. Parâmetros cromatográficos de análise utilizados no sistema de CLAE-EM. 

Dados 

Equipamento 

Composição 

Fase Móvel 

Condições 

Cromatográficas 
Condições Instrumentais 

Espectrômetro 

de Massas 

Varian Mod.     

320 MS 

Fase A 

H2O/ 

Ácido fórmico 

0,1% 

Coluna 
C18 5µm -

4,6x150mm  

Atlantis t3 

Detector 1400V 

Needle 5500V 

Shield 500V 

Vol de 

Injeção 
10 µL 

Housing (temp) 60 
 o
C 

 

Fase B 

Metanol 

Acetonitrila 

50:50 

 

Dry gas (temp) 370 
o
C 

CID gas 2mTorr 

Nebulizing gas Argônio a 50 psi 

Cromatógrafo 

Varian Mod.    

212 LC 

Detector 
UV/DAD 

254-nm 

Dry gas 45 psi 

Composição 

10% B 

90% A 

Dwell time 0,25 ms 

Q1 mass 

121,0 (capilar: 50V) 

123,9 (capilar: 30V) 

138,2 (capilar: 25V) 

163,0 (capilar: 15V) 

226,8 (capilar: 15V) 

242,1 (capilar: 15V) 

Injetor 

Automático 

HTS CTC 

Analytics 

Fluxo 0,4 mL min
-1 

 

3.6.5 Protocolo para realização dos testes de estresse químico 

 

O teste de estresse é definido como um teste de avaliação da estabilidade de 

fármacos quando submetida a condições críticas, conforme preconizado pela Resolução        

N° 899 (BRASIL, 2003). 

Este estudo visa à maximização do estresse químico da molécula de INH, 

objetivando a formação dos intermediários numa maior proporção, para então estabelecer uma 
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comparação com os compostos formados nas condições dos ensaios com os POA, para avaliar 

o máximo potencial de degradação que a molécula de INH pode sofrer em condições críticas. 

A Tabela 3.6.3 apresenta as condições em que foram realizadas os testes de 

estresse químico.  

 

Tabela 3.6.3. Condições de estresse para realização do estudo de degradação forçada. 

Parâmetros Valores 

Volume de amostra 2 L 

Concentração do fármaco 10 mg L
-1 

Solução oxidativa H2O2 a 30% (v/v) 

Fotólise Irradiação UV a 254 nm 

Potência da lâmpada 15 W 

Proporção 1 L do efluente sintético + 1 L de H2O2 a 30% v/v 

Tempo reacional 1440  minutos 

Aparato experimental Reator fotocatalítico de 2 L de volume reacional, sob agitação 

constante pela introdução forçada de ar. 

 

3.6.6 Espectrofotometria de absorção molecular no ultravioleta visível a λ= 265 nm 

 

A espectrofotometria de absorção molecular no ultravioleta na indústria 

farmacêutica é amplamente utilizada, e a metodologia para análise da INH consta no 

compêndio oficial brasileiro denominado de Farmacopéia Brasileira, razão pelo qual pode ser 

considerada validada sob os parâmetros preconizados pela Resolução Nº 899 ―Guia para 

Validação de Métodos Analíticos e Bioanalíticos‖ (BRASIL, 2003). 

Inicialmente foram realizados experimentos confirmatórios com a solução padrão 

de isoniazida a 10 mg L
-1

, no comprimento de onda de 265 nm, que é comprimento de onda 

no qual ocorre o máximo de absorção (FARMACOPÉIA BRASILEIRA IV, 2010).  

Em seguida todas as amostras resultantes do processo de fotodegradação foram 

submetidas ao espectro de absorção molecular no UV-visível no modo de varredura completa 

na faixa de comprimento de onda de 200 a 800 nm, com correção da linha de base com 

intervalos de 0,2 nm, e foi utilizada uma cubeta de quartzo de caminho ótico de 1 cm. O 

equipamento utilizado nos ensaios possui as seguintes especificações técnicas conforme 

Tabela 3.6.4. 
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Tabela 3.6.4. Especificação técnica do espectrofotômetro de absorção molecular UV-Vis 

Equipamento Metodologia 

Marca Varian
®
 Varredura 200 a 800 nm 

Modelo 
Cary Win UV 

50 Conc 

 

Leitura 

da 

amostra 

λ= 265 nm 

Módulo UV-Vis Correção 0,2 nm 

 

3.6.7 Determinação da concentração residual de peróxido de hidrogênio  

 

Neste experimento, os níveis de peróxido de hidrogênio residual foram avaliados 

por duas metodologias analíticas. A primeira utilizando tiras reativas pertencentes ao teste kit 

de triagem da Merckoquant, e a segunda metodologia utilizada foi via determinação do 

número de peróxido de hidrogênio utilizando um titulador automático com eletrodo de 

platina.  

Entretanto, face a imprecisão analítica do método das tiras reativas da Merck, 

associado aos resultados considerados  insatisfatórios da determinação do número de peróxido 

de hidrogênio via titulador potenciométrico automático, esses resultados não serão 

considerados no presente trabalho. 

 

3.6.8 Amônia 

 

Especificamente neste trabalho, a quantificação da concentração de amônia gerada 

em decorrência do ataque não seletivo do radical HO
•
, se fez extremamente necessário, pois 

dependendo da composição do fármaco, o POA pode contribuir significativamente com o 

aumento da concentração de amônia nos efluentes de origem farmacêutica. 

Durante os experimentos de fotodegradação a concentração da amônia foi 

monitorada em todos os TRH do reator fotocatalítico, e em ambas as proporções molares de 

carbono C:H2O2 [1:1] e [1:2]. As análises foram processadas com o auxílio de um medidor de 

pH/ORP/ISE/ temperatura  da marca DIGIMED, DM 23 utilizando um eletrodo íon seletivo 

de amônio gas-sensing combinando o eletrodo 9512BNWP. 



99 

3.6.9 pH  

 

O pH foi continuamente monitorado ao longo de todos TRH do reator 

fotocatalítico. O pH foi determinado pelo método potenciométrico com auxílio do medidor 

automático da marca WTW inolab modelo pH 720. 

 

3.6.10 Condutividade 

 

A condutividade elétrica é a capacidade que a água possui de conduzir corrente 

elétrica e pode inclusive contribuir para possíveis reconhecimentos de impactos ambientais. 

Este parâmetro indica a presença de íons dissolvidos em solução, por intermédio de uma 

varredura na quantidade de íons presentes, não fazendo referência qualitativa, apenas expressa 

o resultado global de forma quantitativa.  

Apesar desse parâmetro não ser considerado crítico nos ensaios de fotodegradação 

de fármacos via processo H2O2/UV, nesse trabalho foi proposto o monitoramento contínuo ao 

longo de todos os TRH, com objetivo de acompanhar evolutivamente o comportamento do 

fármaco frente ao ataque do radical HO
•
 principalmente no que diz respeito à abertura do anel 

aromático e a transferência de íons para a solução aumentando sua concentração. 

Para realização desse monitoramento foi utilizado um condutivímetro 

microprocessado digital da WTW (conductivity meter) modelo LF 320.  

 

3.6.11 Extração por fase sólida (SPE) – Ensaios preliminares 

 

Com intuito de desenvolver e validar uma metodologia de extração por fase sólida 

para quantificação da isoniazida possivelmente presente nos efluentes de origem 

farmacêutica, foram realizados ensaios preliminares com três tipos de sorventes: Oasis® HLB 

60 mg 3mL, Varian® C18 500mg 3 mL e por fim  Oasis® HLB 30 μm 200 mg 6 mL. Este 

último cartucho foi utilizado pois segundo dados experimentais reportados por LI et al., 2004, 

fármacos com alta polaridade, como o caso da INH, não retêm bem em colunas de fase 

reversa.  

Quanto à solução de extração, foi preparado 1000 mL de solução de extração a 

partir do padrão primário USP, usando como diluente a água Milli-Q numa faixa de 
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concentração de 0,5 a 2,5 mg L 
-1 

e as determinações foram realizadas em  duplicatas. Após o 

preparo foram transferidas para garrafas de vidro âmbar, e em seguida foi dado início os 

procedimentos de extração, com uma vazão de 23 mL min 
-1

 e foi utilizado o aparato 

experimental conforme apresentado na Figura 3.6.1. 

 

 

Figura 3.6.1. Foto do aparato experimental utilizado na SPE  

Fonte: Adaptação de BILA et al., 2003. 

 

A Figura 3.6.2 apresenta a marcha analítica empregada nos procedimentos de 

extração por fase sólida (SPE). 

Solução 

de 

extração Bomba 

de vácuo 

Cartuchos 

Manifold 
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Figura 3.6.2. Marcha analítica utilizada nos procedimentos de extração por fase sólida (SPE). 

Dessecador 

30 min 

Detecção 

Sistema CLAE 

Dessecador     

30 min 

 

Secagem 

Não realizada 

Dessecador 

Não realizado 

Reconstituição    

Não realizado 

Cartucho 

Varian C18 

500 mg 3 mL 

 

Reconstituição    

5 mL Fase Móvel 

(USP 33, 2010) 

 

Reconstituição    

5 mL  

Fase Móvel 

(USP33, 2010) 

Eluição 

2 mL acetato de 

etila 

Condicionamento 

3 mL acetado de etila 

3 mL de metanol 

3 mL de H2O Milli-Q      

(pH 3,0) 

INH 10 mg.L
-1

 

pH natural da 

solução (pH 7,3) 

 

Cartucho 

Oasis HLB 

60 mg 3 mL 

Cartucho 

Oasis HLB   

30 m 200 mg  

6 mL 

 

Secagem 

Gás N2 

Condicionamento 

2x3 mL hexano 

1x2 mL acetona 

2x3 mL metanol 

5x2 mL H2O Milli-Q      

(pH 3,0) 

Condicionamento 

6 mL acetonitrila 

6 mL de H2O Milli-Q      

(pH 3,0) 

Eluição 

4x1 mL 

acetona 

 
 

Secagem 

Gás N2 

 

Eluição 

6 mL de 

acetonitrila 
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Tabela 3.6.5. Condições cromatográficas utilizadas para detecção das amostras resultantes do processo 

de SPE.  

Isoniazida 

Cartucho 
Oasis HLB 

60 mg 3mL 

Varian C18 

500mg 3 mL 

Oasis HLB 30 μm 

200 mg 6 mL 

Fase móvel 

 

 

 (95:5) TAMPÃO KH2PO4 0,1 M + 

N(C2H4OH)3  +  Metanol @ pH 6,9 

Método: USP 33, 2010. 

 

 

 (700:300:10:0,25) v/v 

ACN/ÁguaMilliQ/Ac.acético/TFA 

Método: Smith  et al.,1999. 

 

Condições 

Cromatográficas 

Coluna: C18 5µm 4,6 X 250mm Waters 

Detetor: UV 254 nm 

Fluxo: 1,5 mL min
-1 

Vol. Injeção: 100 μL 

Método: USP 33, 2010. 

 

Coluna: Hypersyl Sílica 50 X 4,6 mm 5µm 

Detetor: UV 254 nm 

Fluxo: 3 mL min
-1 

Vol. Injeção: 100 μL 

Método: Smith  et al.,1999. 

 

3.6.11 Método de quantificação da isoniazida após a extração por fase sólida 

 

Nos ensaios utilizando os sorventes Oasis® HLB 60 mg 3mL e Varian® C18 500 

mg 3 mL para quantificação do fármaco retido no cartucho, foi utilizada as mesmas condições 

cromatográficas para determinação do teor de isoniazida em comprimidos, prevista na 

UNITED STATES PHARMACOPEIA 33, 2010, conforme descrito na Tabela 3.6.5, por se 

tratar de uma metodologia amplamente utilizada pelas indústrias farmacêuticas. A única 

adaptação realizada no método foi a alteração do volume de injeção para 100 µL, devido a 

baixa concentração do analito presente na solução de extração. Em relação ao aumento do 

volume de injeção, é interessante destacar que o volume máximo de injeção para qualquer 

coluna, deve ser 1% do volume interno da coluna vazia, e para o cálculo do volume máximo 

de injeção, foi utilizada Equação 14: 

Vmáx = ( x r
2
 x C) (0,01)        (Equação 14) 

Onde: 

 ( x r
2
 x C) é o volume interno da coluna 

Para quantificação do fármaco resultante do processo de extração com o cartucho  

Oasis HLB 30 μm 200 mg 6 mL foi avaliada as mesmas condições cromatográficas utilizadas 

por Smith et al.,1999 com exceção apenas do volume de injeção, o qual foi mantido em     

100 µL.
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3.6.12 Cálculo da eficiência do processo de extração por fase sólida (SPE)  

 

Segundo Santos et al.,2007 a medida da eficiência do procedimento de extração 

por fase sólida é realizada com base no cálculo do percentual de recuperação do fármaco 

(%R). A recuperação geralmente é dependente da concentração, por isso deve ser avaliada na 

faixa de concentração esperada para a amostra.  

Portanto, para o cálculo do percentual de recuperação R(%) foi utilizada a 

Equação 15: 

R(%) = (massa obtida / massa real) x 100 (Equação 15)  

Onde:  

 R(%) = percentual de recuperação da amostra 

Os valores da massa obtidos após os procedimentos de extração foram chamados 

de valor obtido, enquanto que os valores de massa real relativo à concentração da solução 

padrão foram chamados de valor real.  

O cálculo do percentual de recuperação (%R) foi realizado com base na 

interpolação dos dados adquiridos na curva de calibração realizada com a solução padrão de 

isoniazida, nas seguintes concentrações: 0,2; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 e 10,0 mg L
-1

. 

 

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

O presente capítulo apresenta os resultados obtidos em referência aos ensaios 

realizados utilizando a técnica de extração por fase sólida,  para extração, pré-concentração e 

posterior quantificação da INH, utilizando como técnica analítica a cromatografia líquida de 

alta eficiência (CLAE).  

Na seqüência serão apresentados os resultados dos parâmetros analíticos avaliados 

para se determinar a eficiência, resultantes da utilização do processo H2O2/UV aplicado 

segundo as condições operacionais ótima do reator fotocatalítico. 

Por fim, apresentam-se os resultados qualitativos dos compostos intermediários 

caracterizados pelo sistema de cromatografia líquida de alta eficiência acoplado a um 

espectrômetro de massa tipo quadrupolo (CLAE-EM). 
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4.1 ENSAIOS PRELIMINARES POR EXTRAÇÃO EM FASE SÓLIDA (SPE) 

 

A SPE é uma técnica analítica extremamente útil e atualmente vem se destacando 

no cenário científico, por ser considerada uma técnica eficiente para extração e pré-

concentração de micropoluentes em baixas concentrações (na faixa de ng L
-1

 a μg L
-1 

ou        

pg g 
-1 

a ng g
-1

), presentes em diversas matrizes ambientais.  

Neste contexto, para avaliar a seletividade dos cartuchos e considerando as 

propriedades físico-químicas da isoniazida foram realizados ensaios preliminares com três 

tipos de sorventes disponíveis comercialmente: Oasis® HLB 60 mg 3mL, Oasis® HLB 30 

μm 200 mg 6 mL  e Varian® C18 500mg 3 mL acompanhados de seus respectivos 

procedimentos de condicionamentos, solventes para eluição do analíto, secagem com gás de 

arraste de nitrogênio e métodos de reconstituição recomendados pelo próprio fabricante, bem 

como dados referenciados em trabalhos científicos, sendo específicos e diferenciados  para 

cada tipo de sorvente empregado. 

 

4.1.1 Eficiência do procedimento de extração  

 

A Figura 4.1.1 apresenta os resultados dos percentuais de Recuperação R (%) da 

isoniazida, obtidos para todos os cartuchos avaliados.  

  

Figura 4.1.1. Percentual de recuperação da isoniazida obtido na SPE para todos os cartuchos avaliados. 
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O percentual de recuperação dos cartuchos (%R) foi determinado em duplicadas 

nas seguintes faixas de concentração: 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; e 2,5 mg L
-1

. 

De acordo com a Figura 4.1.1 o melhor percentual de recuperação encontrado foi 

para o cartucho C18 500mg 3 mL da Varian®, no qual para a solução de extração na 

concentração de 2,5 mg L
-1

 foi obtido o percentual de recuperação de 7,6%. Para efeito de 

discussão dos resultados, será considerado apenas os resultados obtidos para este cartucho, 

tendo em vista que os demais apresentaram baixíssimos percentuais de recuperação.  

É importante ressaltar que não foram encontrados dados na literatura que 

reportassem a utilização da técnica de SPE, para quantificação da isoniazida no meio 

ambiente. Entretanto, para efeito de estudos de correlação foram considerados dados 

bibliográficos utilizando a técnica de SPE para matriz biológica (plasma sanguíneo), em 

função da determinação da concentração sérica do fármaco, em ensaios de biodisponibilidade 

farmacêutica. 

Na literatura foi reportado valor de recuperação para a isoniazida de 72% usando 

o cartucho C18 (Analytichem) para amostra de plasma sanguíneo, no qual foram adotados os 

seguintes procedimentos de extração: lavagem seqüencial do cartucho com 2 X 2mL de 

metanol; 2 X 2mL de água e 2 mL de tampão fosfato de potássio a 0,05M  (pH 4,5). As 

condições cromatográficas utilizadas para quantificação foram: fase móvel: 3% de acetonitrila 

e 0,06% de TFA, e a coluna utilizada foi uma C8 Spherisorb, 150 X 4,6 mm 5 m – Supelco,  

acoplada a uma pré-coluna C8. O fluxo da fase móvel foi de 1,5 mL min
-1

 e detecção de      

254 nm.  (SMITH et al., 1999). 

Guermouche (2004) encontrou o percentual de recuperação da isoniazida de 

87,2% ± 4,9 em amostras de plasma sanguíneo utilizando uma solução de extração contendo a 

isoniazida na concentração de 0,5 g L
-1

, e cartucho Oasis® HLB 60 mg da Waters. Para 

esses experimentos foram consideradas as seguintes etapas de extração: condicionamento com 

1 mL de metanol, 1 mL de acetonitrila e 1mL de tampão fosfato a 0,05 M (pH 4,5), e após a 

filtração da amostra, o cartucho foi lavado com 1 mL de tampão fosfato na mesma 

concentração e pH utilizado na etapa de condicionamento do cartucho. A eluição foi feita com 

1 mL de solução de acetonitrila-metanol (1:1 v/v). O cartucho foi então evaporado à secura 

com nitrogênio e em seguida a amostra foi reconstituída com 100 L de metanol.  

Com referência aos resultados experimentais da SPE utilizando o cartucho C18 

500mg  3 mL da Varian® Figura 4.1.1, foi observado uma pequena resposta relativa as áreas 

dos picos cromatográficos resultantes do processo de extração Figura 4.1.3, indicando que a 

massa do analito retida no cartucho foi muito pequena, e  esses resultados exerceram uma 
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influência direta no cálculo do percentual de recuperação do fármaco, inviabilizando a 

validação das metodologias de extração, o qual segundo dados reportados em literatura, para 

validação dos  procedimentos cromatográficos, as recuperações devem estar entre 85 e 115% 

(LANÇAS, 2004).  

Com objetivo de otimizar a resposta cromatográfica no que diz respeito a 

quantificação do fármaco tanto na solução padrão como para as amostras submetidas a SPE, 

face as baixas concentrações, foi alterado o volume de injeção do método de análise, passando 

de 20L para o mesmo volume de extensão do loop, ou seja, 100 L, e  foram mantidas todas 

as outras variáveis cromatográficas, conforme Tabela 3.6.5 referente a materiais e métodos. 

Espera-se que igualando o volume de injeção a extensão do loop, tem-se um aumento de 

massa do analito no interior da coluna cromatográfica, proporcionando assim uma melhor 

quantificação, melhorando a performance cromatográfica.  

 

CURVA DE CALIBRAÇÃO DA SOLUÇÃO PADRÃO DA ISONIAZIDA  

Branco 

 

 

  

(a) 
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Concentração 

(Padrão Isoniazida) 

tR 

(min) 

Área 

(valor médio) 

0,2 mg L
-1 

4,1 24790 

 

Concentração 

     (Padrão Isoniazida) 

tR 

(min) 

Área 

(valor médio) 

1,0 mg L
-1

 4,1 121616 

 

(d)      Concentração 

( Padrão Isoniazida) 

tR 

(min) 

Área 

(valor médio) 

1,5 mg L
-1

 4,1 174219 

 

  

 

  

(b) 

(c) 
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     Concentração 

     (Padrão Isoniazida) 

tR 

(min) 

Área 

(valor médio) 

2,0 mg L
-1

 4,1 229161 

 

Concentração 

      (Padrão Isoniazida) 

tR 

(min) 

Área 

(valor médio) 
2,5 mg L

-1
 4,1 280540 

 

Concentração 

(Padrão Isoniazida) 

tR  

(min) 

Área 

(valor médio) 
10 mg L

-1
 4,1 1180773 

 

Figura 4.1.2. Resultados cromatográficos da curva de calibração da isoniazida. (a) Branco; (b) Padrão 

de 0,2 mg L
-1

; (c) Padrão de 1,0 mg L
-1

; (d) Padrão de 1,5 mg L
-1

; (e) Padrão de 2,0 mg L
-1

; (f) Padrão    

2,5 mg L
-1

; (g) Padrão de 10,0 mg L
-1

. 

 

(e) 

(f) 

(g) 
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A Figura 4.1.2 apresenta os resultados da curva de calibração da isoniazida obtida 

pela CLAE.  Com o aumento do volume de injeção, foi verificado uma melhora significativa 

na detecção do fármaco, sendo possível evidenciar picos bem definidos com boa resolução, e 

as intensidades dos sinais cromatográficos foram proporcionais as faixas de concentração do 

fármaco, e o tempo de retenção (tR) da isoniazida foi reprodutivo (tR = 4,1 min). Quanto a 

linearidade da metodologia analítica empregada, foi observado boa linearidade com 

coeficiente de correlação de 0,99 indicando claramente que a metodologia analítica foi 

satisfatória para quantificar a concentração das amostras resultantes do processo de extração 

(SPE), sendo inclusive a mesma metodologia preconizada pela UNITED STATES 

PHARMACOPEIA 33 (2010), amplamente utilizada pelas indústrias farmacêuticas para 

determinação do teor do princípio ativo de isoniazida em comprimidos. Portanto, os baixos 

percentuais de recuperação não podem ser atribuídos ao método cromatográfico empregado. 

Em referência aos demais cartuchos, em virtude dos valores indicados no gráfico 

Figura 4.1.1 nenhum dos sorventes avaliados (Oasis® HLB 60 mg 3mL e Oasis® HLB 30μm 

200 mg 6 mL), foram  eficientes, no que se refere a retenção da isoniazida na fase sólida 

pesquisada. Sendo assim, para consecução das demais fases previstas neste trabalho, foi 

considerado apenas o fármaco preparado a partir da água Milli-Q (0,22 µm) na concentração 

de 10 mg L
-1

 e transferido diretamente para o reator fotocatalítico. 

Quanto aos demais resultados obtidos para o cartucho C18 500mg 3 mL da 

Varian®,  serão apresentados e discutidos nos itens 4.1.2 e 4.1.3.  

 

4.1.2 Influência do pH na etapa de condicionamento  

 

Girotto et al., (2007) relataram que diversos são os fatores considerados na 

otimização do processo de extração por fase sólida  de compostos orgânicos. Dentre eles se 

destaca o pH. 

Da Silva & Collins (2011) reportaram que um dos parâmetros críticos a serem 

observados durante a determinação dos poluentes orgânicos emergentes, principalmente 

fármacos, é o que se refere ao pH o qual em muitos casos pode determinar a forma química do 

analito em solução e, consequentemente, interferir na eficiência de extração.  Por exemplo, o 

baixo percentual de recuperação do processo de extração das quinolonas (ciprofloxacino) foi 

melhorado após acidificação da solução em pH 2,5. Hernadez et al., (2007) ressaltam ainda a 

importância de escolher uma faixa de pH onde também não ocorra degradação dos analitos. 
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RESULTADOS DAS AMOSTRAS APÓS A SPE 

Cartucho C18 500mg 3 mL da Varian® 

Concentração 

(amostra) 

tR Isoniazida 

(min) 

Área 

(valor médio) 

0,1mg L
-1

 4,0 397,4 

 

Concentração 

(amostra) 

tR Isoniazida 

(min) 

Área 

(valor médio) 
0,5 mg L

-1
 3,9 972,6 

 

Concentração 

(amostra) 

tR 

(min) 

Área 

(valor médio) 

1,0 mg L
-1

 3,9 3935,5 

 

  

COMPOSTO 

INTERMEDIÁRIO 

(a) 

(b) 

(c) 

COMPOSTO 

INTERMEDIÁRIO 

COMPOSTO 

INTERMEDIÁRIO 
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Concentração 

(amostra) 

tR Isoniazida 

(min) 

Área 

(valor médio) 
1,5 mg L

-1
 3,9 6224,8 

 

Concentração 

(amostra) 

tR Isoniazida 

(min) 

Área 

(valor médio) 
2,0 mg L

-1
 3,9 10065,5 

 

(f)      Concentração 

(amostra) 

tR Isoniazida 

(min) 

Área 

(valor médio) 
2,5 mg L

-1
 3,9 15325,6 

 

Figura 4.1.3. Perfil cromatográfico das amostras resultantes do processo de SPE com o cartucho 

Varian® C18 500 mg  3 mL. (a) Concentração de 0,1 mg L
-1

 (pH 3,0); (b) Concentração de                 

0,5 mg L
-1

 (pH 3,0); (c) Concentração de 1,0 mg L
-1

(pH 3,0); (d) Concentração de 1,5 mg L
-1 

(pH 3,0); 

(e) Concentração de 2,0 mg L
-1

(pH 3,0); (f) Concentração de 2,5 mg L
-1

(pH 3,0). 
 

(d) 

(e) 

COMPOSTO 

INTERMEDIÁRIO 

COMPOSTO 

INTERMEDIÁRIO 

COMPOSTO 

INTERMEDIÁRIO 
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As Figuras 4.1.3(a);(b);(c);(d);(e) e (f),  apresentam os resultados cromatográficos 

das amostras resultantes do processo de extração com o cartucho Varian® C18 500mg 3 mL. 

Nota-se que os picos saíram bem definidos, porém com uma pequena resposta em área, e em 

algumas concentrações foram detectados picos próximos ao tempo de retenção característico 

da isoniazida, podendo ser considerados interferentes, ou até mesmo indícios de formação de 

compostos intermediários com características semelhantes ao do fármaco em estudo. 

Em relação aos demais picos registrados em diferentes tempos de retenção (tR) 

Figura 4.1.3 é provável que em função do condicionamento dos cartuchos realizados em pH 

ácido (água Milli-Q pH 3,0), a isoniazida possa ter sofrido degradação. Lewin & Hirsch 

(1985) avaliaram a estabilidade da INH sob diferentes valores de pH e observaram que em    

pH 4,8 a INH sofreu aproximadamente 10% de decomposição, portanto de acordo com os 

autores é razoável argumentar que os baixos percentuais de recuperação (%R) e o 

aparecimento de picos em diferentes tempos de retenção (tR) conforme indicados nas Figuras 

4.1.3 (a);(b);(c);(d);(e) e (f), pode ter sido em função da formação de compostos 

intermediários, que serão detalhados no item 4.2.1.6 do presente trabalho. 

Diante da possibilidade de degradação da isoniazida na etapa de condicionamento, 

cogitou-se a possibilidade de não realizar tal procedimento, o qual de acordo com dados da 

literatura existem alguns cartuchos como, por exemplo, Nexus®, Chromabond EASY e 

Oasis® HLB que não requer etapa de condicionamento antes da extração (WEIGEL et al., 

2004; ZHONGE et al., 2005; FONTANALS et al., 2007). Entretanto, alguns experimentos  

realizados com o cartucho Nexus® comprovaram que a eficiência de extração podem 

dimimuir, quando a etapa de condicionamento não é considerada (WEIGEL et al., 2004, 

GIACOMETTI et al., 2002), provavelmente devido a resistência imposta pelo fase sólida 

durante a filtração da amostra, ou também devido ao fenômeno da coeluição dos fármacos 

(WEIGEL et al., 2004). Em face a observação ora relatada, os experimentos não foram 

realizados. 

Ainda com relação a influência do efeito do pH,  Gomez et al.,(2006) testaram 

difentes valores de pH (2,0, 4,0 e 7,0)  através da aplicação da técnica de SPE em amostras 

contendo compostos farmacêuticos e observaram que o maior percentual de recuperação foi 

alcançado no pH 7,0. 
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4.1.3 Influência do volume da solução de extração sobre a recuperação do fármaco (%R) 

 

O volume de extração também é considerado um parâmetro crítico nos 

experimentos de SPE, tendo em vista que algumas características físico-químicas do fármaco 

podem sofrer influência da matriz. 

Santos et al.,(2007) realizaram experimentos de SPE utilizando os cartuchos LC-

18, Envi Chrom P e Nexus® e fármacos pertencentes a classe terapêutica dos antibióticos 

(tetraciclina, cefalexina, amoxilina e ampicilina), com objetivo de avaliar o efeito do volume 

da solução de extração sobre a recuperação dos fármacos. Para tanto, foi realizado ensaios 

considerando dois volumes distintos da solução de extração (50 e 250 mL). O volume que 

apresentou a melhor retenção dos fármacos foi de 50 mL, para cefalexina e tetraciclina 

utilizando o cartucho Chrom P, obtendo o percentual de recuperação de 95,6 % e 81,0 % 

respectivamente. Em relação ao volume de 250 mL (amoxilina e ampicilina), utilizando os 

cartuchos Chrom P, LC-18 e Nexus®, para todos os cartuchos avaliados apresentaram baixo 

percentual de recuperação. Na análise da solução após a filtração no cartucho foi detectado a 

presença de até 95% dos fármacos, sendo possível concluir que os analitos eram arrastados 

pelo próprio solvente da amostra, que nesse caso em específico foi utilizado a água. 

 

 

 

 

Figura 4.1.4. Fórmula estrutural. (a) Isoniazida; (b) Paracetamol. 

 

Suchara et al., (2007)  reportaram baixa eficiência de extração para o paracetamol 

que possui uma uma similaridade estrutural com a isoniazida Figura 4.1.4. Para a realização 

dos experimentos de SPE do paracetamol foram avaliados os seguintes sorventes: (PSDVB 

―não funcionalizados‖, Bakerbond SDB-1, Lichrolut EN, Chromabond HR-P, sorventes 

funcionalizados PS-DVB de alta área, Isolut Env+, Chromabond EASY, e os co-polímeros 

compostos de ambos monômeros lipofílicos e hidrofílicos (OASIS® HLB, abselut Nexus®) 

de baixa área superfícial. Para todos os sorventes avaliados foram encontrados uma 

recuperação na faixa de 0 – 72%, provavelmente devido à grande solubilidade do fármaco em 

água. 

(a) (b) 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:Paracetamol-skeletal.svg
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Face ao observado por Suchara et al., (2007) e levando-se em consideração os 

dados reportados na Tabela 2.4.1 nos permite concluir que a isoniazida apresenta elevada 

solubilidade em água, além também da alta polaridade, os quais é razoável afirmar que devido 

ao volume utilizado no procedimento de extração, o analito pode ter sido arrastado pelo 

próprio solvente. 

 

4.2 REMOÇÃO DA ISONIAZIDA PELO PROCESSO H2O2/UV 

 

4.2.1. Estudo da influência da concentração inicial de H2O2 sob o pH e condutividade 

 

Com o intuito de maximizar o efeito da concentração do peróxido de hidrogênio 

sobre o pH, objetivando alcançar máxima eficiência  na taxa de mineralização e degradação 

do fármaco, foi realizado um estudo da influência da concentração de H2O2  no pH natural do 

efluente sintético. A concentração de H2O2 utilizada variou de 0,84 mmol para proporção 

molar [1C:1H2O2], e 1,86 mmol para proporção molar  [1C:2H2O2]. 

A fotólise do peróxido de hidrogênio é dependente do pH, uma vez que em meio 

alcalino a dissociação do H2O2 é favorecida formando o íon HO2
-
, que apresenta maior 

absortividade molar (MELO et al.,2009).  

Em altas concentrações de peróxido de hidrogênio, podem ocorrer reações que 

consomem radicais HO
•
 conforme demonstrado nas Equações 15 a 17, afetando 

negativamente o processo de degradação (DOMÈNECH et al.,2001). 

 

H2O2 + HO
  


 
H2O + HO2     (Equação 15) 

HO2
•
 + HO

•


 
H2O + O2      (Equação 16) 

HO
•
+ HO

•


 
 H2O2      (Equação  17) 

 

Como pode ser observado nas Figuras 4.2.1 (a) e (b), o peróxido de hidrogênio 

causou uma sensível redução no pH inicial do efluente sintético (pH natural), e esta variação 

foi percebida ao longo de todos os tempos reacionais para ambas as proporções molares. 

Neste contexto, Wong & Chu (2003) relataram que o pH inicial do meio após a 

adição do H2O2 interfere no processo de fotodegradação. Adicionalmente, os autores chamam 

a atenção para determinação do valor ótimo de pH para cada molécula alvo que se deseja 

fotodegradar. 
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Em relação aos resultados obtidos nos experimentos realizados, temos que para a 

proporção molar [1C:1H2O2]  o pH  logo após a adição de H2O2 registrou o valor de 5,9 

Figura 4.2.1 (a), enquanto que na proporção molar [1C:2H2O2] foi de 4,5 Figura 4.2.1 (b).    

De acordo com a análise gráfica realizada, é possível argumentar que na razão molar 

[1C:1H2O2] a variação de pH ao longo da reação só alcançou valor próximo do considerado 

crítico (pH 4,8) segundo Lewin & Hirsch (1985)  no tempo de 10 minutos, fato que reforça a 

tese da ocorrência de compostos intermediários somente após esse tempo reacional, 

exercendo uma pequena influência na taxa de reação de oxidação. 
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Figura 4.2.1. Monitoramento contínuo do pH em função  do % Remoção de COT. (a) [1C:1H2O2]:  

pH0 7,3; pHApós H2O2 5,9; pH60min (H2O2/UV) 3,8; (b) [1C:2H2O2]: pH0  7,3; pHApós H2O2 4,5; pH60min (H2O2/UV) 

3,0. () % Remoção de COT ( ) pH. 

 

Na razão molar [1C:2H2O2] Figura 4.2.1 (b) o pH registrado logo após a adição de 

H2O2 foi de 4,5 próximo portanto do pH onde a INH sofre decomposição (pH 4,8), sendo 

assim logo no início da reação é razoável afirmar que já ocorra a formação de compostos 

intermediários.   

Lira et al., (2006) reportaram que a faixa de pH ótimo para o processo H2O2/UV 

deve levar em consideração o efeito combinado de: (1) estabilidade do H2O2 em função do 

pH;  (2) taxa de fotólise de H2O2 em função do pH (3) equilíbrio de carbonatos, bicarbonatos 

e ácido carbônico e (4) características do substrato alvo.  

Bhutani et al., (2007) avaliaram a estabilidade da isoniazida frente a uma solução 

de HCl na concentração de 1 mol L
-1

, sendo observado para este ensaio mais de 50% de 

degradação em quatro dias. Os autores ressaltam ainda que a velocidade da hidrólise em meio 

ácido foi superior à observada em água ou no meio alcalino.  
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Figura 4.2.2. Espectros da isoniazida, ácido isonicotínico e isonicotinamida obtidos pelo DAD durante 

as análises cromatográficas. Fonte: Wollinger et al., 2008. 

 

Wollinger et al., (2008) avaliaram a estabilidade da isoniazida em diferentes 

valores de pH e foram obtidos os espectros via HPLC-DAD da isoniazida e de seus principais 

compostos intermediários conforme apresentado na Figura 4.2.2.  Nota-se claramente que em 

pH ácido (2,5) ocorre um incremento na formação de intermediários quando comparado com 

o pH próximo a neutralidade (pH 6,8), confirmando efetivamente que o pH ácido favorece a 

reação de formação dos compostos intermediários da isoniazida. A Figura 4.2.3 apresenta as 

estruturas químicas das formas iônicas presentes no meio reacional correspondente as faixas 

de pH de 2,5 e 6,8. 
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Figura 4.2.3. Formas iônicas da isoniazida e de seus compostos intermediários em valores de pH de 

2,5 e 6,8. Fonte: Wollinger et al., 2008. 

 

Portanto, pode-se concluir que a concentração de H2O2 exerceu uma influência 

direta no pH inicial do meio reacional, possibilitando além da formação de produtos de 

degradação, como já anteriormente mencionado, alteração na taxa de reação de oxidação do 

fármaco (% de Remoção de COT) para ambas proporções molares avaliadas. Deste modo, a 

constante da taxa de reação da isoniazida é fortemente dependente do pH do meio reacional.  

Com respeito aos resultados de condutividade, será apresentado apenas os dados 

obtidos para os experimentos na proporção molar [1C:1H2O2], o qual  foi observado um 

aumento discreto e gradual na condutividade, podendo estar associado ao ataque do radical 

HO• que promove a descaracterização da molécula original do fármaco, transferindo íons 

orgânicos e inorgânicos para a solução, que além de reduzir o pH em função dos novos 

produtos formados, aumenta a condutividade (Fig.4.2.4). Entretanto, a formação de espécies 

iônicas poderia ser convenientemente confirmada por meio da análise da cromatografia de 

íons, o que não foi possível realizar neste trabalho. 

 

Figura 4.2.4. Monitoramento de pH e condutividade em todos os tempos reacionais na proporção molar 

[1C:1H2O2]. () Condutividade  S cm
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Com referência aos dados obtidos na proporção molar [1C:2H2O2], não serão 

reportados pois não demonstraram-se consistente, talvez devido a erros experimentais, ou 

então a formação de compostos intermediários em excesso.   

 

4.2.1.1 Determinação do percentual de remoção de COT 

 

A Figura 4.2.5 apresenta os percentuais de remoção de COT alcançados via 

processo H2O2/UV, para ambas as proporções molares investigadas.  

 

Figura 4.2.5. Percentual de remoção de COT (%) em função do tempo reacional. 

 

De acordo com os resultados experimentais obtidos (Figura 4.2.5), observou-se 

que a remoção de COT ocorreu de forma satisfatória, alcançando 100% de mineralização em 

30 minutos de reação para a proporção molar [1C:1H2O2]. Vale ressaltar que após esse tempo, 

o percentual de remoção reduziu para 95,2% voltando novamente a alcançar o patamar de 

100% somente no tempo de 60 minutos. A análise de tais resultados permite supor, portanto, 

que a maior parte (ou a totalidade) do carbono remanescente em solução esta relacionado à 

presença de compostos intermediários, os quais sabidamente são formados em pH 4,8 

conforme anteriormente discutido e apresentam-se mais reativos do que a molécula original 

do fármaco e o ataque do radical HO
• 

ocorreu preferencialmente nesses compostos 

consumindo os radicais HO
•
, retardando a velocidade de degradação e consequentemente o 

atingimento do estado pseudo estacionário da reação, o que justifica a completa mineralização 

somente no tempo reacional de 60 minutos. 
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Em relação à proporção molar [1C:2H2O2], a máxima taxa de oxidação somente 

foi alcançada em 60 minutos. A diferença entre os perfis das taxas de mineralização, parece 

estar associado à formação dos compostos intermediários observado logo no início da reação, 

face os valores de pH alcançados logo nos instantes inciais. 

Segundo Caretti & Lubello (2003), os radicais hidroxil têm meia vida de, 

aproximadamente, 10µs e são capazes de reagir muito rapidamente e pouco seletivamente 

com a maioria dos compostos orgânicos e inorgânicos no meio aquoso. 

Não foram encontrados dados disponíveis na literatura sobre a degradação da 

isoniazida para nenhum processo oxidativo avançado. Entretanto, para efeito de discussão dos 

resultados, buscou-se avaliar fármacos com estruturas moleculares similares submetidos ao 

mesmo processo de tratamento utilizado neste trabalho. 

Neste sentido, foi constatado que os resultados obtidos para degradação da 

isoniazida encontram-se em consonância com os experimentos realizados por Trovó et al., 

(2011) os quais também avaliaram a eficiência da fotodegradação pelo processo H2O2/UV 

para a amoxicilina e paracetamol, no que se refere a influência da concentração inicial de 

H2O2, objetivando o aumento da velocidade de mineralização. Foram avaliados as 

concentrações na faixa de 5 a 20 mmol L
-1

 no pH natural da solução (4,2 - 4,5), e os autores 

observaram que dobrando e quadruplicando a concentração de 5 para 10 e 20 mmol L
-1

 

respectivamente, a degradação total da amoxicilina ocorreu em apenas 1 min, enquanto na 

presença de 5 mmol L
-1 

de H2O2 foram necessários 5 min. Entretanto, o mesmo 

comportamento não foi observado com relação à degradação do paracetamol. Portanto, 

segundo os autores os resultados de remoção de COT demonstraram que a mineralização de 

ambos os fármacos é independente da concentração inicial de H2O2. 

 

 

 

Figura 4.2.6. Fórmula estrutural. (a) Isoniazida; (b) Paracetamol. 

 

Diante das argumentações expostas, pode-se inferir que tais resultados podem ser 

associado com os resultados obtidos para a isonazida na proporção molar [1C:2H2O2] Figura 

4.2.6 (a) devido a semelhança estrutural com o paracetamol Figura 4.2.6 (b), onde mesmo 

aumentando a concentração de H2O2 não se observou a degradação da isoniazida em menores 

tempos reacionais. 

(a) (b) 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:Paracetamol-skeletal.svg
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Com respeito à validação do processo de tratamento proposto, de acordo com os 

dados apresentados na Figura 4.2.5 no tempo reacional de 60 min foi obtido apenas 5,0% de 

remoção de COT quando da exposição de forma isolada à luz UV. Em relação à exposição ao 

H2O2 foi alcançado apenas 13% de remoção de COT para proporção [1C:1H2O2]. Enquanto 

que para a proporção molar [1C:2H2O2], não foi observado remoção. Esperava-se um maior 

percentual de remoção de COT na proporção molar [1C:2H2O2] do que na proporção 

[1C:1H2O2], devido a maior concentração de H2O2 no meio reacional (1,86 mmol), entretanto, 

não foi o que ocorreu.   

Tais resultados não invalidam o processo proposto, o qual comparando esses 

resultados com os reportados anteriormente por Trovó et al., (2011), não foi observado 

redução no tempo reacional simultaneamente ao aumento da concentração de H2O2, sendo 

possível concluir de acordo com as autores que a mineralização dos fármacos é independente 

da concentração inicial de H2O2. 

Segundo dados experimentais reportados por Lobo & Ried (2008) o peróxido de 

hidrogênio possui um potencial de oxidação em meio aquoso de 1,79 V, i.e valor abaixo do 

potencial do radical hidroxila que é de 2,80 V, pois na ausência da radiação UV, não ocorre à 

formação de radicais OH
•
. Sendo assim, os resultados obtidos para remoção do teor de COT 

em solução aquosa, nas condições do ensaio controle estão coerentes. 

Ainda segundo Xu et al., (2007;2009), Wang et al., (2005); Sundstron                   

et al.,(1989) relataram que o uso dos processos isolados na oxidação de compostos orgânicos 

apresentaram baixa eficiência de degradação direta do efluente quando submetido apenas a 

radiação UV e apenas ao H2O2 mesmo para elevados tempo de reação. 

Neste contexto Lira et al., (2006) reporta que ao submeter efluentes provenientes 

de uma indústria petroquímica, com COT0 = 4 mgC L
-1

 (aproximadamente a mesma 

concentração inicial de carbono presente no efluente sintético contendo a isoniazida),  e 

concentração de [H2O2] = 6,9 mM, observou uma significativa redução na eficiência de 

remoção do COT do efluente na ausência de luz UV, uma vez que não são gerados radicais 

hidroxila.  

  



122 

4.2.1.2 Monitoramento da degradação da INH via análise espectrofotometrica UV-Vis   

 

 

4.2.1.2.1 Espectro do composto puro 

 

Antes de realizar as leituras das amostras no espectrofotômetro UV-Vis 

resultantes do processo de fotodegradação, foram realizados experimentos confirmatórios, 

para validar a metodologia inicialmente proposta. 

As metodologias previstas nos compêndios oficiais de análises preconizam que a 

análise de identificação de substâncias com alto grau de pureza, nesse caso a isoniazida, 

devem apresentar absorção molecular máxima no espectro do UV-visível no comprimento de 

onda de 212 a 265 nm (UNITED STATES PHARMACOPEIA 33, 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.2.7. Perfil de absorção molecular da solução padrão da isoniazida a 10 mg L
-1

 no pH natural 

da solução (pH 7,3). 

 

A Figura 4.2.7 apresenta o espectro de absorção molecular obtido para a INH no     

t = 0 na concentração inicial de 10 mg L
-1

. Como pode ser observado, o espectro apresentou 

pico de absorção bem definido, exibindo máximo em 264,1 nm, estando, portanto compatível 

com a faixa de comprimento de onda previsto no método da UNITED STATES 

PHARMACOPEIA 33, 2010. 
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Figura 4.2.8. Espectros de varredura completa no UV-Vis para proporção molar [1C:1H2O2] indicando 

a sobreposição espectral do meio reacional. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 4.2.9. Espectros de varredura completa no UV-Vis para proporção molar [1C:2H2O2], 

indicando a sobreposição espectral do meio reacional. 

 

Os espectros de absorção obtidos para ambas proporções molares Figuras 4.2.8 e 

4.2.9, apresentaram ao longo do tempo reacional uma sensível diminuição da absorbância das 

principais bandas características do fármaco indicando que o anel piridínico parece ser 

rompido e consequentemente a perda do efeito terapêutico para o qual o fármaco foi 

concebido. Simultaneamente, foram observadas mudanças contínuas nas regiões entre 590,9 a 
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669,0 nm acusando uma discreta absorção variando de 0,004 a 0,006, e  também nas regiões 

de 600,0 a 622,1 nm com absorção de 0,004 a 0,007, confirmando que concomitante a 

degradação do fármaco, ocorreu a formação de outros compostos.  

É importante registrar que a absorção do H2O2 ocorre no comprimento de onda de 

220 nm. Entretanto, não foi observada nenhuma banda de absorção nesse comprimento de 

onda, o que nos permite concluir que o H2O2 foi totalmente convertido em radicais HO
•
, 

mediante a Equação 21.  

 

H2O2 + hv→ 2 HO
•
      (Equação 21) 

 

Outro dado relevante observado nos espectros obtidos para a proporção molar 

[1C:2H2O2] Figura 4.2.9,  foi o surgimento logo no primeiro minuto de reação de uma banda 

de absorção superior a banda de absorção da solução padrão de isoniazida 10 mg L
-1

, 

caracterizando a formação de intermediários no comprimento de onda próximo ao do fármaco 

em análise, confirmando a hipótese experimental inicialmente postulada.  

Favila et al., (2007) determinaram o espectro UV-Vis da isoniazida e de seus 

principais produtos de degradação. Segundo os autores não foram observadas diferenças 

significativas entre os espectros da isoniazida, isonicotinamida e do ácido isonicotínico sendo 

possível argumentar que esses compostos apresentam absorção máxima próximo do 

comprimento de onda característico da isoniazida.   

        
Figura 4.2.10. Espectros de absorção na região do UV-Vis da isoniazida, ácido isonicotínico e 

isonicotinamida obtidos pelo DAD durante as análises cromatográficas (pH 6,8). Fonte: Adaptado de 

Wollinger et al., 2008. 
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Wollinger et al., (2008) caracterizaram os perfis dos espectros de absorção na 

região do UV-Vis para a isoniazida, ácido isonicotínico e isonicotinamida Figura 4.2.10. Os 

resultados confirmam efetivamente que as bandas de absorção com o comprimento de onda 

próximo da isoniazida obtidos nos experimentos de fotodegradação, pertencem de fato a esses 

produtos de degradação. 

Outro aspecto importante que chama a atenção diz respeito à diminuição mais 

acentuada da intensidade das bandas de absorção características da isoniazida, para proporção 

molar [1C:2H2O2]  Figura 4.2.9 do que  para proporção molar [1C:1H2O2] Figura 4.2.8, o qual  

pode ser facilmente confirmada tendo em vista os elevados percentuais de mineralização 

alcançados logo nos primeiros minutos de reação e se mantendo até 10 minutos Figura 4.2.11, 

até que passa se observar a formação de compostos intermediários que consumem os radicais 

HO
•
 retardando a velocidade da reação.   

 

Figura 4.2.11. %Remoção de COT em função do tempo. () Mineralização do fármaco para proporção 

molar [1C:1H2O2]; () Mineralização do fármaco para proporção molar [1C:2H2O2]. 
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(a) 

 

(b) 

 

Figura 4.2.12. Espectros de varredura no UV-Vis. (a) Alíquota retirada no TRH de 1 min na proporção 

molar [1C:1H2O2.];  (b) Alíquota retirada no TRH de 1  min na proporção molar [1C:2H2O2.]. 

 

A análise de tais resultados permite supor um aumento da ocorrência de 

compostos intermediários, o qual foi confirmado com o aparecimento de uma banda de 

absorção superior a banda característica da solução padrão de isoniazida logo no primeiro 

minuto de reação Figura 4.2.12 (b), retardando a degradação do fármaco alvo, em função da 

possibilidade destes atuarem como seqüestradores de radicais HO
•
. Com relação à proporção 

molar [1C:1H2O2.], foi observado o mesmo comportamento, após o tempo reacional de 30 

minutos quando foi observado uma ligeira queda na taxa de conversão, em função da redução 

dos radicais HO
•
, em função destes terem sido seqüestrados pelos compostos intermediários 

formados.    

Por fim, é importante ressaltar que embora a espectrofotometria de absorção 

molecular no UV-Vis seja amplamente utilizada na indústria farmacêutica por ser tratar de um 

método farmacopéico para determinação do teor de princípio ativo, podendo também ser 

empregada em testes de dissolução e no monitoramento da cinética de degradação em formas 

farmacêuticas, para consecução desses experimentos esse recurso analítico foi meramente 

qualitativo.  

Segundo Crews et al.,(1998) a espectrometria de absorção no UV-Vis embora não 

seja uma ferramenta de identificação por excelência, permitiu um rápido reconhecimento de 

pequenas diferenças estruturais na molécula original da substância, comprovando 

efetivamente a potencialidade e importância desta técnica analítica para monitoramento do 

comportamento do fármaco em ensaios de fotodegradação utilizando os POA como 

tecnologia terciária de tratamento. 

 

INTERMEDIÁRIO 
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4.2.1.3 Investigação da concentração de NH3 formada no meio reacional 

 

 

Figura 4.2.13 Fórmula estrutural da isoniazida destacando os átomos de nitrogênio. 

Os princípios ativos e excipientes farmacêuticos possuem na sua grande maioria 

átomos de nitrogênio em sua fórmula estrutural, que em função da degradação, esses 

compostos podem ser facilmente convertidos a amônia, aumentando a sua concentração no 

efluente final. 

Sobre a investigação da concentração de amônia possivelmente gerada durante a 

reação de fotodegradação via processo H2O2/UV, para este trabalho foi proposto o 

monitoramento contínuo sendo os efluentes amostrados em todos os TRH, face a molécula da 

isoniazida apresentar em sua estrutura química 3 átomos de nitrogênio, sendo um desses 

pertencente a função amina (Figura 4.2.13). 

Nesse sentido, a amônia é considerada um parâmetro crítico de controle em 

estação de tratamento de efluentes, especialmente em indústrias farmacêuticas dotadas de 

sistemas terciários como exemplo os POA, o qual segundo Esteves & Harremöes (1998), 

destacam além do aspecto da toxicidade aos organismos vivos, a amônia é a principal forma 

de nitrogênio associada ao incremento da produtividade primária, levando à deterioração da 

qualidade da água dos corpos d’água. 

2 

1 

3 
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Figura 4.2.14. Formação de amônia no meio reacional. (a) Perfil de formação de amônia na proporção 

molar [1C:1H2O2] onde [NH3]0 = 0,01 mg L
-1

 ; [NH3]máx = 0,73 mg L
-1

 no tH2O2/UV = 60 min; (b) Perfil 

de formação de amônia na proporção molar [1C:2H2O2 ]onde a [NH3]0 = 0,01 mg L
-1

;                 

[NH3]máx = 1,07 mg L
-1

 no  tH2O2/UV = 60 min. () COT (% Remoção) () NH3 mg L
-1

. 

 

Com respeito às vias de degradação do nitrogênio, sabe-se que existem duas vias 

de degradação, uma formando o íon nitrato (NO3
-
) e uma outra via dando origem ao íon 

amônio (NH4
+
). Diante do resultado preliminar obtido com base em cálculos estequiométricos 

com a molécula da isoniazida, constatou-se que a possibilidade de formação do ion amônio é 

maior, tendo em vista que os cálculos teóricos revelaram valores de amônia no meio reacional 

de 2,5 mg L
-1

 (concentração máxima possível de ser formada).   Portanto, para este trabalho 
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foi escolhido apenas o monitoramento da rota que contribui para aumentar a concentração 

deste íon resultante do processo de fotodegradação. 

A concentração de amônia inicial, foi determinada após o imediato preparo do 

efluente sintético contendo a isoniazida numa concentração de 10 mg L
-1

. Portanto no t = 0 a 

concentração inicial de amônia obtida foi de 0,01 mg L
-1

.  

Com base nos resultados das Figuras 4.2.14 (a) e (b), o aumento da concentração 

da amônia no meio reacional, esta relacionada ao tipo de ataque realizado pelo radical HO
•
 

sobre a molécula da INH, além da reduzida estabilidade bem como a facilidade de saída dos 

grupamentos (regiosseletividade) representado na Figura 4.2.13 pelas regiões 1 e 2            

(H2N – NH), por estar localizado na extremidade da molécula, sobretudo por não apresentar 

impedimento estérico, além de estar associado ao reduzido tamanho destes grupos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.2.15. Mecanismo de formação da amônia no meio reacional.  

 Fonte: Adaptado de Bhutani et al., 2007.   

 

A Figura 4.2.15 apresenta o possível mecanismo proposto por Bhutani et 

al.,(2007), o qual destaca a formação da amônia no meio reacional, resultado da degradação 

da molécula de isoniazida. 

Em relação à região 3 Figura 4.2.13, observa-se uma maior complexidade para 

saída do nitrogênio desta posição, devido a exigência da quebra de um número maior de 

ligações. 

Rezende et al., (2010) relataram mecanismos semelhantes na formação de íons 

cloreto e nitrato em função da degradação eletroquímica da molécula de clorofenicol em 

reator de fluxo. Os autores ressaltam que a facilidade de saída dos grupamentos contendo 

átomos de cloro e nitrogênio, ocorre em função da baixa estabilidade e devido à localização 

destes grupos substituintes estarem posicionados na extremidade da molécula. 

Os resultados apresentados na Figura 4.2.14 (a) e (b), indicaram ainda que na 

proporção molar [1C:1H2O2] com o aumento do TRH os valores da concentração de amônia 
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aumentam de forma linear, alcançando valor máximo de 0,73 mg L
-1

 no tempo 60 min; e na  

proporção molar [1C:2H2O2], observa-se o mesmo comportamento, entretanto a concentração 

final é quase 2 vezes superior (1,07 mg L
-1

). Este comportamento é um forte indicativo da 

formação de um número maior de produtos intermediários de degradação contendo átomos de 

nitrogênio, induzida pela maior quantidade de radicais HO
•
, presentes no meio reacional, 

favorecendo o ataque em posições onde os átomos de nitrogênio estão presentes aumentando 

a concentração da amônia no meio reacional. 

 
Tabela 4.2.1. Concentração de amônia formada no meio reacional nos ensaios controles 

Tempo (min) 
[1C:1H2O2] [1C:2H2O2] 

NH3 mg L
-1 

NH3 mg L
-1

 

60 (H2O2) 0,02 0,02 

60 (UV) 0,13 

 

Para os ensaios controles, foram observados baixas concentrações de amônia no 

meio reacional, conforme pode ser visto na Tabela 4.2.1. Esses resultados sugerem que em 

virtude da ausência dos radicais HO
•
, a molécula de isoniazida não sofre alterações 

significativas quando submetida apenas a radiação UV, bem como apenas ao H2O2 a 30% v/v. 

Portanto, não se observa formação de amônia, sendo assim, de acordo com os dados obtidos 

para os ensaios controles, pode-se inferir mais uma vez que o processo H2O2/UV foi validado 

nas condições em que se desenvolveram os experimentos. 

 

4.2.1.4 Determinação da concentração residual de INH via CLAE-EM  

 

Os cromatogramas obtidos por CLAE-EM, em ambas as proporções molares, para 

todos os TRH monitorados, estão apresentados no Anexo A e B. Para a proporção molar 

[1C:1H2O2] foi observado que a intensidade do pico relativo a isoniazida (tR = 2,9 min) 

diminui gradualmente com o transcorrer da reação, indicando o consumo contínuo do 

fármaco, até a sua total degradação, conforme Anexo A.   
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Figura 4.2.16. Concentração de isoniazida efetivamente degradada calculada a apartir do CLAE-EM,   

para  proporção molar [1C:1H2O2]. () COT (% Remoção) () INH mg L
-1

. 

 

De acordo com a Figura 4.2.16 pode-se concluir que após o tempo reacional de      

5 minutos 100% da isoniazida havia se degradado, entretanto com uma taxa de mineralização 

de apenas 16,7%, reforçando a tese inicialmente apresentada da formação de produtos 

intermediários, e por isso não é conveniente inferir a respeito da completa mineralização do 

fármaco. Somente no tempo de 30 minutos, é que foi observado 100% de taxa de 

mineralização. A divergência entre estes resultados parece estar associado à formação de 

produtos de intermediários (Anexos C, D, E, F, G, H) que serão detalhadamente reportados no 

item 4.2.1.5. 

Em relação aos ensaios controles, os resultados obtidos estão em perfeito acordo, o 

qual a aplicação isolada do UV e H2O2 não apresentaram resultados expressivos, registrando 

valores respectivamente de 4,0 mg L
-1 

i.e apenas 60% de degradação e 10 mg L
- 1

 ou seja, 

nenhuma conversão de isoniazida foi observada utilizando apenas H2O2 a 30% v/v, sendo 

possível concluir que o processo mais uma vez foi validado.  
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Figura 4.2.17. Concentração de isoniazida efetivamente degradada calculada a apartir do CLAE-EM, 

para  proporção molar [1C:2H2O2]. () COT (% Remoção) () INH mg L
-1

. 

 

A Figura 4.2.17 apresenta o gráfico da concentração degradada do fármaco versus 

consumo de substrato (%COT) em função do tempo reacional. O sistema mostrou ser 

altamente eficiente na degradação do fármaco em estudo, alcançando 100% de taxa de 

degradação após 5 minutos de reação. 

Os resultados obtidos para os ensaios controles, estão em consonância com 

Bhutani et al.,(2007) os quais relataram que a isonazida quando exposta apenas a irradiação 

UV não sofre degradação extensiva, alcançando apenas 60% de taxa de degradação. Em 

relação ao ensaio isolado com adição de H2O2 foi obtido apenas 53% de taxa de conversão.  

Em relação aos demais cromatogramas, foram observados picos com o tempo de 

retenção próximo ao da isoniazida, e em alguns cromatogramas foram também observados um 

aumento da intensidade do sinal, podendo indicar  a formação de produtos de degradação com 

maior absorção e no mesmo comprimento de onda da isoniazida, ora o consumo destes 

produtos pelos radicais HO
•
 dando origem a outros compostos com características similares a 

isoniazida. 
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4.2.1.5 Identificação e monitoramento dos compostos intermediários da isoniazida via CLAE-

EM 

 

Outra série de análises foram realizadas incluindo a cromatografia líquida de alta 

eficiência acoplado a um espectrômetro de massa (CLAE-EM),  para monitorar não apenas a 

degradação da isoniazida, mas também a formação e caracterização dos compostos 

intermediários formados ao longo dos tempos reacionais.  

A fotodegradação da isoniazida após a exposição ao processo H2O2/UV ocorreu 

de forma bastante extensiva, conforme pode ser observado nos espectros de massa no modo 

de varredura completa obtidos via infusão direta. Os compostos intermediários formados 

estão apresentados conforme indicados nas Figuras 4.2.18 (a), (b), (c), (d) e (e) identificados 

como hidrazina (m/z 32,05); ácido isonicotínico (m/z 123,11); isonicotinamida (m/z 122,12); 

ácido isonicotínico etilideno hidrazida (m/z 163,18); ácido isonicotínico N’- (piridil-4-

carbonil)-hidrazida (m/z 242,23); ácido isonicotínico piridino-4-ilmetileno-hidrazida (m/z 

226,23), os quais passaremos a discutir sobre os seus possíveis mecanismos cinéticos de 

formação. 

É importante destacar que para efeito do estudo de caracterização dos compostos 

intermediários, foi considerado apenas os espectros obtidos no tempo reacional de 7 minutos, 

para ambas as proporções molares, em virtude da total degradação do fármaco observada após 

5 minutos de reação. 
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(c) 
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(e) 

 

Figura 4.2.18. Espectros de varredura obtidos via sistema CLAE-EM por infusão direta. (a) Alíquota 

retirada após t = 7 min de reação [1C:1H2O2]; (b) Alíquota  retirada após t = 7 min de reação 

[1C:2H2O2]; (c) Alíquota retirada após  t = 50 min de reação [1C:2H2O2]; (d) Alíquota retirada após       

t = 60 min de reação [1C:1H2O2]; (e) Alíquota retirada após t = 60 min de reação [1C:2H2O2]. 

 

 
Tabela 4.2.2. Compostos intermediários formados no decorrer dos ensaios com o processo H2O2/UV 

Fármaco 

Original 

Tempo 

de 

Retenção 

min (tR) 

Massa 

Molar 

(m/z) 

Estrutura 

Química 

Nome do 

Composto 
Referência 

 

 

 

 

 

 

ND 32,05  Hidrazina 

 

 

 

 

 

 

 

Bhutani, et 

al., 2007. 

2,84 122,12 

 

Isonicotinamida 

2,90 123,11 

 

Ácido isonicotínico 

 

Hidrazina 

 

 

Isonicotinamida 

 

Ácido isonicotínico 

etilideno hidrazida 
100 

50 

     (%) m/z 

150 250 50 
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 Isoniazida 

 

1,22 163,18  
Ácido isonicotínico 

etilideno hidrazida 

ND* 226,23 

 

Ácido isonicotínico 

N’- (piridil-4-

carbonil)-hidrazida 

ND* 242,23 

 

Ácido isonicotínico 

piridino-4-ilmetileno-

hidrazida 

 

  ND* - Não Detectado 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Figura.4.2.19. Espectros de massa da isoniazida e dos compostos intermediários formados.                   

(a) Isoniazida (m/z 136); (b) Ácido isonicotínico (m/z 122); (c)  Isonicotinamida (m/z 121); e (d) Ácido 

isonicotínico N’-(piridil-4-carbonil)-hidrazida (m/z 241). 

Adaptado de Bhutani et al., 2007.  
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Vale ressaltar que as análises de caracterização dos compostos intermediários 

foram realizadas num equipamento de CLAE-EM, contendo um único analisador de m/z. Com 

isso, não foi possível realizar experimentos de fragmentação com o intuito de confirmar os 

produtos formados. Entretanto, o processo H2O2/UV utilizado para degradar e mineralizar a 

isoniazida foi muito semelhante aos métodos aplicados por Bhutani et al., 2007, no qual 

obteve pleno sucesso na identificação dos compostos intermediários formados conforme 

Figura 4.2.19 e Tabela 4.2.2. 

Nas análises de CLAE-EM esses compostos foram monitorados e as suas 

respectivas cinéticas de formação/decomposição foram apresentadas nos gráficos nos itens a 

seguir do presente trabalho. Caso o experimento tivesse sido realizado num equipamento de 

CLAE-EM/EM seria possível realizar experimentos de fragmentação para confirmação dos 

compostos intermediários previamente relatados. 

Os gráficos de cinética de formação/desaparecimento dos diferentes compostos 

foram traçados em função da área dos picos cromatográficos referentes aos diferentes 

intermediários nos diferentes tempos de retenção em que foram amostrados. Em alguns casos, 

é relatado que a cinética de formação/desaparecimento pode ser traçada em função da 

porcentagem da área de um determinado composto frente à soma das áreas de todos os 

compostos. Essa abordagem, entretanto foi preterida frente à primeira por dois motivos:          

i) para que ela funcione, é necessário conhecer todos os produtos de degradação formados; 

caso contrário, a formação de outro produto desconhecido pode distorcer significativamente 

os dados; ii) os produtos formados apresentam propriedades químicas muito distintas (alguns 

são ácidos, outros neutros e outros básicos), de modo que a facilidade com que ionizam são 

muito diferentes. Com isso, não é possível comparar a área desses compostos, desse modo 

considera-se que a resposta será a mesma para todos. No caso da abordagem utilizada, a 

resposta a partir da qual a cinética é traçada é sempre proveniente do mesmo composto, 

eliminando esse efeito. 

Para os produtos de degradação que encontravam-se acima do Limite de Detecção 

(LD) e Limite de Quantificação (LQ), as áreas foram integradas e os cromatogramas estão 

apresentados nos Anexos C; D; E; F; G; H. Porém como não há substância química de 

referência disponível comercialmente para todos os compostos intermediários formados no 

meio reacional, a  análise se processou apenas de forma qualitativa. 
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4.2.1.5.1 Estudo da cinética de oxidação do ácido isonicotínico 

 

De acordo com as Figuras 4.2.18(a) e (b), foi constatado um fragmento com íon 

quasimolecular (m/z) 124 apresentando uma abundância superior do que a proporção molar 

[1C:2H2O2]. Com o intuito de melhor avaliar o comportamento dos intermediários formados, 

foi construído um gráfico correlacionando a área  normalizada de cada composto como uma 

função do tempo reacional. Deste modo, os resultados indicaram que o ácido isonicotínico é 

formado logo nos primeiros minutos de reação quase que na mesma concentração da 

proporção molar [1C:2H2O2] (Figura 4.2.20).  

Estes resultados sugerem que a isoniazida é altamente susceptível ao ataque dos 

radicais OH
•
 se decompondo muito rapidamente. Entretanto para a proporção [1C:1H2O2], 

observa-se que a degradação deste composto ocorre de forma mais lenta, tendo em vista uma 

menor concentração de radicais OH
•
 no meio reacional, e a sua total eliminação somente foi 

alcançada no tempo reacional de 10 minutos. 

 

Figura 4.2.20. Comportamento cinético do ácido isonicotínico (m/z) 124 em função do tempo de 

exposição ao processo H2O2/UV. () Ácido isonicotínico [1C:1H2O2]; ( ) Ácido isonicotínico 

[1C:2H2O2]. 
 

Para a proporção molar [1C:2H2O2], observa-se um perfil completamente distinto, 

o qual o composto intermediário é rapidamente consumido pelos radicais OH
•
 (Figura 4.2.20). 

O aparecimento deste produto intermediário parece estar associado a um outro composto com 
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características e massa molecular semelhante ao do ácido isonicotínico. Entretanto, para 

caracterizar precisamente este composto, seria necessário a análise na CLAE-EM/EM, 

todavia, não houve recursos para sua realização.  

No que se refere à toxicidade, mesmo não tendo sido realizado tais análises, de 

acordo com os dados bibliográficos já apresentados anteriormente indicam que este produto 

intermediário apresenta certo grau de toxicidade, sendo possível inferir que a presença desse 

composto no meio ambiente oferece potenciais riscos. 

 

4.2.1.5.2 Estudo da cinética de oxidação da isonicotinamida 

 

Os dados obtidos para o monitoramento desse composto encontram-se de acordo 

com os resultados apresentados no espectro de massa da Figura 4.2.18(a), o qual não acusou a 

presença desse íon na proporção molar [1C:1H2O2]. Tais resultados indicam que em função 

da baixa concentração de radicais OH
•
, o ataque sobre a molécula da isoniazida ocorre de 

forma menos intensiva, resultando na formação de intermediários em pequena proporção. 

 

Figura 4.2.21. Comportamento cinético da isonicotinamida (m/z) 120,8 em função do tempo de 

exposição ao processo H2O2/UV. () Isonicotinamida [1C:1H2O2]; () Isonicotinamida [1C:2H2O2]. 

 

Em referência a proporção molar [1C:2H2O2], Figura 4.2.18(b), foi possível 

observar nitidamente a presença do fragmento caracterizado pelo íon quasimolecular (m/z) 

120,8. Diante da análise gráfica (Figura 4.2.21), pode-se afirmar que logo no início da reação 
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observa-se a formação de uma pequema concentração desse composto, mais que é 

imediatamente degradado nos primeiros minutos de reação, indicando ser este produto menos 

resistente ao ataque do radical OH
•
. 

 

4.2.1.5.3 Estudo da cinética de oxidação do ácido isonicotínico etilideno hidrazida 

 

Para os compostos intermediários em referência, os resultados dos espectros de 

massa Figuras 4.2.18 (a) e (b) não detectaram a sua presença no meio reacional, 

provavelmente por estar abaixo dos limites de detecção do sistema de CLAE-EM. Entretanto, 

nos tempos reacionais de 50 min Figura 4.2.18 (c); (d) e (e), foram observados fragmentos 

com uma discreta abundância.   

 

Figura 4.2.22. Comportamento cinético do ácido isonicotínico etilideno hidrazida (m/z) 162,2 em 

função do tempo de exposição ao processo H2O2/UV. ( ) Ácido Isonicotínico Etilideno Hidrazida 

[1C:1H2O2]; ( )Ácido Isonicotínico Etilideno Hidrazida [1C:2H2O2]. 

 

 

De acordo com a Figura 4.2.22 nota-se um comportamento similar aos mecanimos 

anteriormente discutido. Todavia, é digno ressaltar que esse intermediário apresenta uma 

estrutura molecular mais complexa caracterizado pela presença de radicais com maior 

reatividade, indicando possíveis diferentes caminhos de reação, dando origem continuamente 
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a outros compostos, com características semelhantes a este intermediário. Por isso, justifica-se 

um maior tempo de reação para se atingir o estado estacionário sendo observado somente no 

tempo reacional de 50 minutos quando foi alcançada a sua total eliminação. 

 
 

Figura. 4.2.23. Mecanismo de formação dos produtos de degradação da INH.  
Fonte: Adaptado de Bhutani et al., 2007. 
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Em relação aos demais fragmentos contidos nos espectros de massa Figuras 

4.2.18 (a); (b); (c); (d); (e) é importante destacar a presença da hidrazina em ambas as 

proporções molares, representado pelo íon quase molecular (m/z) 33,2, o qual é formado 

rapidamente, conforme mecanismo reacional apresentado por Buthani et al., (2007) (Figura 

4.2.23). Foi observado também a formação do ácido isonicotínico N’- (piridil-4-carbonil) 

hidrazida  (m/z) 241,1 e o ácido isonicotínico piridino-4-ilmetileno-hidrazida (m/z) 224,8  os 

quais apresentaram uma discreta abundância, e por isso não foi possível obter os seus 

espectros de massa.  Sob o ponto de vista ambiental o composto intermediário mais 

preocupante é a hidrazina o qual segundo dados toxicológicos trata-se de um  produto de 

elevada toxicidade, podendo desencadear de acordo com Sarma et al., (1986) hepatite, e  

segundo Sax & Dang (apud TIMPERIO et al., 2005) neuropatia periférica, além de efeitos 

hepatotóxicos, hiperglicemia e câncer. 

Em face ao exposto, embora tenha se observado que esse composto forma-se 

numa pequena faixa de concentração, o seu monitoramento é extremamente importante sob o 

ponto de vista ambiental, em virtude do elevado grau de toxicidade. 

O mecanismo de formação do ácido isonicotínico N’- (piridil-4-carbonil)-

hidrazida esta representado na Figura 4.2.23. Ainda de acordo com as considerações 

mecanísticas apresentadas por Bhutani et al., 2007, a formação da amônia, parece estar 

associada a saída do grupamento HN-
 
NH2. 

 

4.2.1.6 Determinação do modelo cinético de fotodegradação da isoniazida   

 

A cinética dos diversos reatores fotocatalíticos pode ser avaliada partindo-se de 

modelos consagrados na literatura, e pode ser desenvolvida conforme cada tipo de reator, 

dependendo das condições e características existentes tanto do substrato como dos objetivos 

estabelecidos para os ensaios com o substrato alvo. 

Em virtude da elevada taxa de degradação e os complexos mecanismos 

envolvidos na reação de fotodegradação da isoniazida, não foi possível determinar a cinética 

de degradação pela avaliação direta da concentração residual do fármaco alvo no meio 

reacional. Em face ao exposto, a avaliação da cinética foi realizada por meio da medida 

indireta da eficiência de degradação do fármaco, expressa como percentual de remoção de 

carbono orgânico total (% Remoção de COT).   

Neste contexto, os ensaios realizados para ambas as proporções molares de 

C:H2O2, foram avaliados quanto a atividade de fotodegradação do fármaco, buscando 
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determinar os valores ótimos dos parâmetros que maximizassem a degradação fotocatalítica 

do contaminante alvo.   

 

4.2.1.6.1 Experimento [1C:1H2O2] 

 

A partir dos dados experimentais obtidos para os ensaios desenvolvidos para essa 

proporção molar, foram testados vários modelos para ajustar a uma equação que descrevesse a 

concentração ao longo do tempo reacional no reator fotocatalítico utilizado. 

O modelo que melhor representou a curva experimental é indicado por um 

polinômio de 4ª ordem, conforme a Figura 4.2.24. 

 

Figura 4.2.24 Representação gráfica da função polinomial de 4ª odem para as reações de 

fotodegradação do fármaco na proporção molar [1C:1CH2O2]. 

 

Ainda com relação aos experimentos na proporção molar [1C:1H2O2] tem-se uma 

menor concentração de peróxido no meio reacional. Em decorrência desse efeito 

provavelmente a concentração de peróxido influência na expressão da taxa de reação.           

No entanto, não foi possível mensurar de forma precisa sua concentração no meio reacional, 

impossibilitando a determinação correta da equação da taxa, sendo possível apenas descrever 

a concentração ao longo do tempo reacional, através de uma equação polinomial de 4ª ordem, 

conforme Equação 22: 

 

    
                                          ( Equação 22 ) 
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4.2.1.6.2 Experimento [1C:2H2O2] 

 

Para determinação da cinética de reação para proporção molar [1C:2H2O2] foi 

realizada medida indireta da degradação da INH através das medidas de COT, em função da 

rápida degradação do fármaco no meio reacional, impossibilitando a retirada de alíquotas em 

intervalos de tempos menores.  

Foram testadas diversas expressões de taxa do tipo homogênea, onde a taxa de 

reação é proporcional a velocidade específica e a concentração dos reagentes, elevados a uma 

ordem específica. Sendo assim, a Equação assume a seguinte forma: 

 

                         
         

    (Equação 23) 

       (Expressão da taxa de reação) 

Onde:  

 

(I254nm) = Intensidade da energia luminosa e comprimento de onda da radiação UV 254 nm 

       
 = Concentração de H2 O2 no meio reacional 

n = Ordem de reação em relação ao COT 

a = Ordem de reação em relação a concentração inicial de H2 O2 

k = Velocidade específica da reação (indica a quantidade de fármaco que se degrada por 

unidade de tempo), calculada a partir da inclinação da reta em cada tempo da retirada da 

alíquota do reator fotocatalítico.  

Para a proporção molar [1C:2H2O2]  foi possível inferir as seguintes suposições: 

 

i - Taxa de incidência da energia luminosa em excesso em relação ao COT. 

ii - A concentração de H2 O2 é aproximadamente constante (excesso) em reação ao 

COT. 

Logo:  

                  
         (Equação24) 

 

Como a reação se processou em fase líquida, pode-se aplicar a Equação 25, onde: 

 

          
                (Equação 25) 
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O balanço no reator batelada fornece: 

 

       
   

     

        

    

 
       (Equação 26) 

 

Foi realizado o método integral de análise e foi encontrado ordem 2 (n = 2) de 

maior correlação (R
2
= 0,999), indicando que este foi o melhor modelo que se adequou aos 

dados experimentais referentes aos ensaios realizados. 

 

Substituindo na expressão da taxa de reação temos:  

        
   

     

         
           

 
 

    

 
    (Equação 27) 

 

Rearranjando a expressão, temos a Equação 28: 

    
            

      

      

    

 
    (Equação 28) 

 

A integração da expressão acima fornece a Equação 29 

          
   

    

       
    (Equação 29) 

 

Figura 4.2.25. Regressão linear dos dados experimentais para proporção molar  [1C:2H2O2].             

() XCOT/(1-XCOT). 
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A plotagem da curva  
    

        
   versus tempo de reação nos permite determinar a 

velocidade específica da reação, conforme Figura 4.2.26. 

 

Figura 4.2.26. Taxa de degradação da isoniazida em função do tempo reacional para cálculo da 

velocidade específica. () Conversão de isoniazida (XINH). 

 

De acordo com os resultados obtidos a partir da análise gráfica realizada na Figura 

4.2.25 e 4.2.26, demonstraram claramente que os pontos experimentais se adequaram de 

forma satisfatória ao modelo cinético proposto de ordem 2 (n = 2), para a reação de 

degradação da isoniazida. O coeficiente angular da reta conforme apresentado pela Figura 

4.2.25 nos fornece         
  . Dessa forma que a expressão da taxa desdobra-se em: 

 

                    
     (mg/L min-1)    (Equação 30) 

 

E o valor de k’é igual á:  

        0,016   mg. L-1 min 
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5 CONCLUSÃO  

 

Diante do atual cenário e das perspectivas recentes fundamentadas nas pesquisas 

de identificação e quantificação dos poluentes emergentes, especialmente os resíduos de 

fármacos, cremos ser fundalmentalmente necessário o desenvolvimento e aprimoramento de 

novas técnicas analíticas com o intuito de se conseguir otimizar sobretudo reduzir custos para 

alcançar a rápida determicação desses poluentes nas diversas  matrizes ambientais, este que 

parece ser sem dúvida nenhuma o principal desafio do presente tema.   

Em consonância com as modernas práticas de pesquisa, o presente trabalho 

avaliou a degradação fotocatalítica da isoniazida, via processo H2O2/UV utilizando o fármaco 

pertecente à classe terapêutica dos antibióticos, utilizado no protocolo clínico recomendado 

para o tratamento da tuberculose pulmonar. Diante dos resultados obtidos pôde-se concluir 

que: 

Devido a alta polaridade do fármaco, associados ao elevado volume empregado 

nos procedimentos de extração adicionalmente as condições de condicionamento dos 

cartuchos em pH ácido (Água Milli-Q em pH 3,0), o qual parece estar associado a principal 

causa da degradação da isoniazida, não foi possível alcançar percentuais de recuperação 

satisfatórios a ponto de possibilitar a validação das metodologias empregrada. 

A concentração de H2O2 adicionado antes do start up do reator, exerceu uma 

influência significativa no pH inicial do meio reacional, possibilitando além da formação de 

produtos de degradação, alteração na taxa da reação de oxidação do fármaco (% Remoção de 

COT) para ambas proporções molares avaliadas. Deste modo, a constante da taxa de reação 

da isoniazida é fortemente dependente do pH do meio reacional.  

Com referência a tecnologia utilizada para degradar a isoniazida, o processo 

H2O2/UV apresentou uma excelente performance na degradação e mineralização em meio 

aquoso para ambas as proporções molares. Este processo possibilitou a obtenção de taxas de 

degradação de 100% após o tempo reacional de 30 minutos para proporção molar de 

[1C:1H2O2]. No que se refere ao monitoramento da condutividade e concentração de amônia 

no meio reacional, os resultados indicaram que não houve alterações significativas com base 

nos limites determinados para lançamento de efluentes de indústria farmacêutica, de acordo 

com a nova Resolução CONAMA de N° 430 de 13 de maio de 2011. A despeito da formação 

dos produtos de degradação, os resultados obtidos na CLAE-EM comprovaram efetivamente 

a sua presença no meio reacional, entretanto numa menor proporção quando comparado a 
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proporção molar [1C:2H2O2], sendo totalmente degradado e mineralizado ao longo dos 

tempos reacionais, desaparecendo completamente. 

Para proporção molar [1C:2H2O2], foi observado um comportamento similar dos 

parâmetros acima monitorados, com apenas uma diferença marcante no que diz respeito a 

formação dos produtos de degradação, o qual sua ocorrência foi observada numa maior 

proporção. Este fenômeno parece estar associado à degradação mais extensiva do fármaco, o 

que retardou o atingimento do estado estacionário, sendo possível observar somente no tempo 

de 60 minutos 100% de remoção de COT. Com referência ao estudo do comportamento 

cinético da reação de oxidação dos compostos intermediários formados, foram observados 

que mesmo após 100% de mineralização, o sistema de Cromatografia Líquida de Alta 

Eficiência acoplado a Espectrometria de massa detectou novamente a presença de um 

composto, indicando possivelmente a presença de outro composto  intermediário talvez com 

as mesmas características físico-químicas e peso molecular do   intermediário inicialmente 

identificado e confirmado com os resultados obtidos por Bhutani et al, 2007. 

Na determinação do modelo cinético foi observado que a degradação da 

isoniazida apresentou uma cinética de segunda ordem, entretanto, é necessária uma pesquisa 

adicional a fim de estabelecer menores intervalos de amostragem, para melhor compreender a 

cinética de degradação da isoniazida.  

Por fim, em face aos resultados experimentais obtidos que comprovaram 

efetivamente toda a potencialidade deste sistema, é razoável argumentar que o processo 

H2O2/UV é eficiente para mineralizar e degradar a isoniazida, entretanto não é conveniente 

inferir que o processo é seguro, pois o presente trabalho não contemplou os ensaios para 

avaliar a toxicidade residual, bem como a atividade antibacteriana dos efluentes resultantes do 

processo de tratamento avaliado. 

 

6 RECOMENDAÇÃO PARA TRABALHOS FUTUROS 

 

Realizar novos ensaios para identificar um sorvente compatível com as 

características físico-químicas apresentados pelo fármaco. 

Estabelecer intervalos menores de tempos para melhor caracterizar o modelo 

cinético do experimento. 

Com o intuito de investigar a atividade farmacoterapêutica dos produtos de 

degradação formados, bem como avaliar a sua toxicidade, deverá ser realizado testes in vitro e 
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in vivo para efetivamente comprovar que os compostos formados no meio reacional não 

exibem nenhuma atividade farmacológica e nem tão pouco toxicidade.  

Realizar testes com o efluente real, para avaliar a eficiência do processo 

H2O2/UV, frente a degradação e mineralização da isoniazida presente nos efluentes de origem 

farmacêutica.  

Proceder análises das amostras resultantes do processo de fotodegradação, na 

cromatografia líquida acoplada a espectrometria de massa com detetor de massa, para maior 

exatidão na confirmação dos produtos de degradação formados. 
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ANEXO A - CROMATOGRAMAS OBTIDOS VIA SISTEMA CLAE-EM EM TODOS OS 

TRH PARA O CÁLCULO DO PERCENTUAL DE DEGRADAÇÃO DA ISONIAZIDA E 

MONITORAMENTO DOS COMPOSTOS INTERMEDIÁRIOS FORMADOS APÓS O 

PROCESSO H2O2/UV PARA PROPORÇÃO MOLAR [1C:1H2O2]. 

 

  

Curva de Calibração 

Nome Equação da Reta R2 RSD 
Isoniazida y = 4,62e7X + 6,65e+5 0,99 8,96 
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Resultados (t = 0min) [1C:1H2O2] 

Nome 

tR 

(min) Área 

Conc. 

(mg L--1) % 

Isoniazida 2,83 444333320,6 10 0 

 
 

  

 

ISONIAZIDA 
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Resultados (t = 1 min) [1C:1H2O2] Resultados (t = 3 min) [1C:1H2O2] 

Nome 

tR 

(min) Área 

Conc.  

 (mg L--1) % Nome 

tR  

(min) Área 

Conc.  

 (mg L-1) % 

Isoniazida 2,86 4961321 0,099 99,01 Isoniazida 3,02 670878 0,085 99,2 

  

Resultados (t = 5 min) [1C:1H2O2] Resultados (t = 7 min) [1C:1H2O2] 

Nome 

tR 

(min) Área 

Conc. 

(mg L-1) % Nome 

tR 

(min) Área 

Conc. 

(mg L-1) % 

Isoniazida 2,85 10144752 0,202 99,8 Isoniazida 2,83 0 0 100 

 

 

  

ISONIAZIDA ISONIAZIDA 

 

 
COMPOSTO 

INTERMEDIÁRIO 

 

 

ISONIAZIDA 
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Resultados (t = 10 min) [1C:1H2O2] Resultados (t = 20 min) [1C:1H2O2] 

Nome 

tR 

(min) Área 

Conc. 

(mg L-1) % Nome 

tR 

(min) Área 

Conc. 

(mg L-1) % 

Isoniazida 2,83 0 0 100 Isoniazida 2,83 0 0 100 

  

Resultados (t = 30 min) [1C:1H2O2] Resultados (t = 40 min) [1C:1H2O2] 

Nome 

tR 

(min) Área 

Conc. 

(mg L-1) % Nome 

tR 

(min) Área 

Conc. 

(mg L-1) % 

Isoniazida 2,83 0 0 100 Isoniazida 2,83 0 0 100 

 

 
 

 

 

 

  

COMPOSTO 

INTERMEDIÁRIO 

 

COMPOSTO 

INTERMEDIÁRIO 

 

COMPOSTO 

INTERMEDIÁRIO 
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Resultados (t = 50 min) [1C:1H2O2] Resultados (t = 60 min) [1C:1H2O2] 

Nome 

tR 

(min) Área 

Conc. 

(mg L-1) % Nome 

tR 

(min) Área 

Conc. 

(mg L-1) % 

Isoniazida 2,83 0 0 100 Isoniazida 2,83 0 0 100 

  

Resultados (t = 60 min UV) [1C:1H2O2] Resultados (t = 60 min H2O2) [1C:1H2O2] 

Nome 

tR 

(min) Área 

Conc. 

(mg L-1) % Nome 

tR 

(min) Área 

Conc. 

(mg L-1) % 

Isoniazida 2,86 194720320 3,9 61 Isoniazid

a 

3,03 547775808 10,0 0 

 

 
 

 

 
 

 

  

COMPOSTO 

INTERMEDIÁRIO 

 

COMPOSTO 

INTERMEDIÁRIO 

 

ISONIAZIDA 
ISONIAZIDA 
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ANEXO B - CROMATOGRAMAS OBTIDOS VIA SISTEMA CLAE-EM EM TODOS OS 

TRH PARA O CÁLCULO DO PERCENTUAL DE DEGRADAÇÃO DA ISONIAZIDA E 

MONITORAMENTO DOS COMPOSTOS INTERMEDIÁRIOS APÓS O PROCESSO 

H2O2/UV  PARA PROPORÇÃO MOLAR [1C:2H2O2] 

Resultados (t = 1 min) [1C:2H2O2] Resultados (t = 3 min) [1C:2H2O2] 

Nome 

tR 

(min) Área 

Conc. 

(mg L-1) % Nome 

tR 

(min) Área 

Conc. 

(mg L-1) % 

Isoniazida 2,9 403771008 8,0 20 Isoniazida 2,9 95979904 1,9 98 

 

 
 

 

 

Resultados (t = 5 min ) [1C:2H2O2] Resultados (t = 7 min ) [1C:2H2O2] 

Nome 

tR 

(min) Área 

Conc. 

(mg L-1) % Nome 

tR 

(min) Área 

Conc. 

(mg L-1) % 

Isoniazida 2,8 0 0 100 Isoniazida 2,8 0 0 100 

 

 

 

 

 

Resultados (t = 10 min) [1C:2H2O2] Resultados (t = 20 min) [1C:2H2O2] 

ISONIAZIDA ISONIAZIDA 

  

COMPOSTO 

INTERMEDIÁRIO 

 

COMPOSTO 

INTERMEDIÁRIO 
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Nome 

tR 

(min) Área 

Conc. 

(mg L-1) % Nome 

tR 

(min) Área 

Conc. 

(mg L-1) % 

Isoniazida 2,8 0 0 100 Isoniazida 2,8 0 0 100 

 

 
 

 

 

Resultados (t = 30 min) [1C:2H2O2] Resultados (t = 40 min) [1C:2H2O2] 

Nome 

tR 

(min) Área 

Conc. 

(mg L-1) % Nome 

tR 

(min) Área 

Conc. 

(mg L-1) % 

Isoniazida 2,8 0 0 100 Isoniazida 2,8 0 0 100 

 

 
 

 

 

 

  

COMPOSTO 

INTERMEDIÁRIO 

 

COMPOSTO 

INTERMEDIÁRIO 
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Resultados (t = 50 min) [1C:2H2O2] Resultados (t = 60 min) [1C:2H2O2] 

Nome 

tR 

(min) Área 

Conc. 

(mg L-1) % Nome 

tR 

(min) Área 

Conc. 

(mg L-1) % 

Isoniazida 2,8 0 0 100 Isoniazida 2,9 0 0 0 

 
 

 

Resultados ( t = 60 min UV ) [1C:2H2O2] Resultados ( t = 60 min H2O2) [1C:2H2O2] 

Nome 

TR 

(min) Área 

Conc. 

(mg L-1) % Nome 

TR 

(min) Área 

Conc. 

(mg L-1) % 

Isoniazida 2,9 194720320 3,9 61 Isoniazida 2,9 2721242 4,7 53 

 
 

 

 

  

COMPOSTO 

INTERMEDIÁRIO 

 

ISONIAZIDA ISONIAZIDA 
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ANEXO C - CROMATOGRAMAS OBTIDOS VIA SISTEMA CLAE-EM DO 

COMPOSTO INTERMEDIÁRIO DA ISONIAZIDA (ÁCIDO ISONICOTÍNICO) 

FORMADO AO LONGO DOS TEMPOS REACIONAIS NA PROPORÇÃO MOLAR DE 

[1C:1H2O2]. 

Resultados (t = 1 min) [1C:1H2O2] Resultados (t = 3 min) [1C:1H2O2] 

Nome 

TR 

(min) Área Nome 

TR  

(min) Área 

Ácido  

Isonicotínico 

2,92 676589696 Ácido 

Isonicotínico 

2,90 494284320 

 

 
 

 

 

 Resultados (t = 5 min) [1C:1H2O2] Resultados (t = 7 min) [1C:1H2O2] 

Nome 

TR 

(min) Área Nome 

TR 

(min) Área 

Ácido  

Isonicotínico 

2,92 443046944 Ácido  

Isonicotínico 

2,92 255955920 
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Resultados (t = 10 min) [1C:1H2O2] Resultados (t = 20 min) [1C:1H2O2] 

Nome 

TR 

(min) Área Nome 

TR 

(min) Área 

Ácido  

Isonicotínico 

2,90 150468816 Ácido 

Isonicotínico 

2,90 7545068 

 

 

Resultados (t = 30 min) [1C:1H2O2] Resultados (t = 40 min) [1C:1H2O2] 

Nome 

TR 

(min) Área Nome 

TR 

(min) Área 

Ácido  

Isonicotínico 

2,83 0 Ácido  

Isonicotínico 

2,83 0 
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Resultados (t = 50 min) [1C:1H2O2] Resultados (t = 60 min) [1C:1H2O2] 

Nome 

TR 

(min) Área Nome 

TR 

(min) Área 

Ácido  Isonicotínico 2,83 0 Ácido  Isonicotínico 2,83 0 

  

Resultados (t = 60 min UV) [1C:1H2O2] Resultados (t = 60 min H2O2) [1C:1H2O2] 

Nome 

TR 

(min) Área Nome 

TR 

(min) Área 

Ácido  Isonicotínico 2,92 376996768 Ácido  Isonicotínico 2,93 320244288 
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ANEXO D - CROMATOGRAMAS OBTIDOS VIA SISTEMA CLAE-EM DO 

COMPOSTO INTERMEDIÁRIO DA ISONIAZIDA (ÁCIDO ISONICOTÍNICO) 

FORMADO AO LONGO DOS TEMPOS REACIONAIS NA PROPORÇÃO MOLAR DE 

[1C:2H2O2]. 

Resultados (t = 1 min) [1C:2H2O2] Resultados (t = 3 min) [1C:2H2O2] 

Nome 

TR 

(min) 
Área Nome 

TR 

(min) 
Área 

Ácido  Isonicotínico 2,90 375911328 Ácido  Isonicotínico 2,87 260084240 

  

Resultados (t = 5 min ) [1C:2H2O2] Resultados (t = 7 min ) [1C:2H2O2] 

Nome 

TR 

(min) 
Área Nome 

TR 

(min) 
Área 

Ácido  Isonicotínico 2,87 2278568 Ácido Isonicotínico 2,91 37921756 
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Resultados (t = 10 min) [1C:2H2O2] Resultados (t = 20 min) [1C:2H2O2] 

Nome 

TR 

(min) Área Nome 

TR 

(min) Área 

Ácido  Isonicotínico 2,83 0 Ácido  Isonicotínico 2,90 7893153 

 

 

 

 

Resultados (t = 30 min ) [1C:2H2O2] Resultados (t = 40 min ) [1C:2H2O2] 

Nome 

TR 

(min) Área Nome 

TR 

(min) Área 

Ácido  

Isonicotínico 

2,91 0 Ácido  

Isonicotínico 

2.83 0 
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Resultados (t = 50 min) [1C:2H2O2] Resultados (t = 60 min) [1C:2H2O2] 

Nome 

TR 

(min) Área Nome 

TR 

(min) Área 

Ácido  

Isonicotínico 

2,90 0 Ácido  

Isonicotínico 

2,83 0 

 

 
 

 

 

Resultados (t = 60 min UV) [1C:2H2O2] Resultados (t = 60 min H2O2) [1C:2H2O2] 

Nome 

TR 

(min) Área Nome 

TR 

(min) Área 

Ácido  Isonicotínico 2,92 376996768 Ácido  Isonicotínico 2,90 251056832 
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ANEXO E - CROMATOGRAMAS OBTIDOS VIA SISTEMA CLAE-EM DO 

COMPOSTO INTERMEDIÁRIO DA ISONIAZIDA (ÁCIDO ISONICOTÍNICO 

ETILIDENO HIDRAZIDA) FORMADO AO LONGO DOS TEMPOS REACIONAIS NA 

PROPORÇÃO MOLAR DE [1C:1H2O2]. 

Resultados (t = 1 min) [1C:1H2O2] Resultados (t = 3 min) [1C:1H2O2] 

Nome 

TR 

(min) Área Nome 

TR 

(min) Área 

Ácido isonicotínico 

etilideno hidrazida 

1,21 17809380 Ácido isonicotínico 

etilideno hidrazida 

1,22 17021740 

 

 
 

 

 

Resultados (t = 5 min ) [1C:1H2O2] Resultados (t = 7 min ) [1C:1H2O2] 

Nome 

TR 

(min) Área Nome 

TR 

(min) Área 

Ácido isonicotínico 

etilideno hidrazida 

1,22 4113180 Ácido isonicotínico 

etilideno hidrazida 

1,23 19485790 
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Resultados (t = 10 min) [1C:1H2O2] Resultados (t = 20 min) [1C:1H2O2] 

Nome 

TR 

(min) Área Nome 

TR 

(min) Área 

Ácido isonicotínico 

etilideno hidrazida 

1,21 11685921 Ácido isonicotínico 

etilideno hidrazida 

1,22 50027800 

 

 
 

 

 

Resultados (t = 30 min ) [1C:1H2O2] Resultados (t = 40 min ) [1C:1H2O2] 

Nome 

TR 

(min) Área Nome 

TR 

(min) Área 

Ácido isonicotínico 

etilideno hidrazida 

1,23 10351073 Ácido isonicotínico 

etilideno hidrazida 

1,22 17199014 
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Resultados (t = 50 min) [1C:1H2O2] Resultados (t = 60 min) [1C:1H2O2] 

Nome 

TR 

(min) Área Nome 

TR 

(min) Área 

Ácido isonicotínico 

etilideno hidrazida 

1,21 10358260 Ácido isonicotínico 

etilideno hidrazida 

1,21 5934468 

 

 
 

 

 

Resultados (t = 60 min UV )  [1C:1H2O2] Resultados (t = 60 min  H2O2) [1C:1H2O2] 

Nome 

TR 

(min) Área Nome 

TR 

(min) Área 

Ácido isonicotínico 

etilideno hidrazida 

1,21 13434830 Ácido isonicotínico 

etilideno hidrazida 

1,23 5851945 
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ANEXO F - CROMATOGRAMAS OBTIDOS VIA SISTEMA CLAE-EM DO 

COMPOSTO INTERMEDIÁRIO DA ISONIAZIDA (ÁCIDO ISONICOTÍNICO 

ETILIDENO HIDRAZIDA) FORMADO AO LONGO DOS TEMPOS REACIONAIS NA 

PROPORÇÃO MOLAR DE [1C:2H2O2]. 

 

Resultados (t = 1 min) [1C:2H2O2] Resultados (t = 3 min) [1C:2H2O2] 

Nome 

TR 

(min) Área Nome 

TR 

(min) Área 

Ácido isonicotínico 

etilideno hidrazida 

1,23 6383866 Ácido isonicotínico 

etilideno hidrazida 

1,23 4486849 

 

 
 

 

 

Resultados (t = 5 min ) [1C:2H2O2] Resultados (t = 7 min ) [1C:2H2O2] 

Nome 

TR 

(min) Área Nome 

TR 

(min) Área 

Ácido isonicotínico 

etilideno hidrazida 

1,21 6282618 Ácido isonicotínico 

etilideno hidrazida 

1,23 0 
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Resultados (t =  10 min) [1C:2H2O2] Resultados (t = 20 min) [1C:2H2O2] 

Nome 

TR 

(min) Área Nome 

TR 

(min) Área 

Ácido isonicotínico 

etilideno hidrazida 

1,24 0 Ácido isonicotínico 

etilideno hidrazida 

1,21 0 

 

 
 

 

 

Resultados (t = 30 min ) [1C:2H2O2] Resultados (t = 40 min ) [1C:2H2O2] 

Nome 

TR 

(min) Área Nome 

TR 

(min) Área 

Ácido isonicotínico 

etilideno hidrazida 

1,22 0 Ácido isonicotínico 

etilideno hidrazida 

1,21 3744350 
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Resultados (t =  50 min) [1C:2H2O2] Resultados (t = 60 min) [1C:2H2O2] 

Nome 

TR 

(min) Área Nome 

TR 

(min) Área 

Ácido isonicotínico 

etilideno hidrazida 

1,21 0 Ácido isonicotínico 

etilideno hidrazida 

1,21 0 

 

 
 

 

 

Resultados (t = 60 min UV ) [1C:2H2O2] Resultados (t = 60 min H2O2 ) [1C:2H2O2] 

Nome 

TR 

(min) Área Nome 

TR 

(min) Área 

Ácido isonicotínico 

etilideno hidrazida 

1,21 13434830 Ácido isonicotínico 

etilideno hidrazida 

1,21 4793647 

 

 
 

 

 

 

. 
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ANEXO G - CROMATOGRAMAS OBTIDOS VIA SISTEMA CLAE-EM DO 

COMPOSTO INTERMEDIÁRIO DA ISONIAZIDA (ISONICOTINAMIDA) FORMADO 

AO LONGO DOS TEMPOS REACIONAIS NA PROPORÇÃO MOLAR DE [1C:1H2O2]. 

Resultados (t = 1 min) [1C:1H2O2] Resultados (t = 3 min) [1C:1H2O2] 

Nome 

TR 

(min) Área Nome 

TR 

(min) Área 

Isonicotinamida 2,84 0 Isonicotinamida 2,84 0 

 

 
 

 

 

Resultados (t = 5 min ) [1C:1H2O2] Resultados (t = 7 min ) [1C:1H2O2] 

Nome 

TR 

(min) Área Nome 

TR 

(min) Área 

Isonicotinamida 2,84 0 Isonicotinamida 2,84 0 
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Resultados (t = 10 min) [1C:1H2O2] Resultados (t = 20 min) [1C:1H2O2] 

Nome 

TR 

(min) Área Nome 

TR 

(min) Área 

Isonicotinamida 2,84 0 Isonicotinamida 2,84 0 

 

 
 

 

 

Resultados (t = 30 min ) [1C:1H2O2] Resultados (t = 40 min ) [1C:1H2O2] 

Nome 

TR 

(min) Área Nome 

TR 

(min) Área 

Isonicotinamida 2,84 0 Isonicotinamida 2,84 0 
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Resultados (t = 50 min) [1C:1H2O2] Resultados (t = 60 min) [1C:1H2O2] 

Nome 

TR 

(min) Área Nome 

TR 

(min) Área 

Isonicotinamida 2,84 0 Isonicotinamida 2,84 0 

 

 

 

 

Resultados (t = 60 min UV ) [1C:1H2O2] Resultados (t = 60 min H2O2) [1C:1H2O2] 

Nome 

TR 

(min) Área Nome 

TR 

(min) Área 

Isonicotinamida 2,84  Isonicotinamida 2,84 0 
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ANEXO H - CROMATOGRAMAS OBTIDOS VIA SISTEMA CLAE-EM DO 

COMPOSTO INTERMEDIÁRIO DA ISONIAZIDA (ISONICOTINAMIDA) FORMADO 

AO LONGO DOS TEMPOS REACIONAIS NA PROPORÇÃO MOLAR DE [1C:2H2O2]. 

Resultados (t = 1 min) [1C:2H2O2] Resultados (t = 3 min) [1C:2H2O2] 

Nome 

TR 

(min) Área Nome 

TR 

(min) Área 

Isonicotinamida 2,86 263107024 Isonicotinamida 2,85 62606356 

 

 

 

 

Resultados (t = 5 min) [1C:2H2O2] Resultados (t = 7 min) [1C:2H2O2] 

Nome 

TR 

(min) Área Nome 

TR 

(min) Área 

Isonicotinamida 2,84 0 Isonicotinamida 2,84 0 
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Resultados (t = 10 min) [1C:2H2O2] Resultados (t = 20 min) [1C:2H2O2] 

Nome 

TR 

(min) Área Nome 

TR 

(min) Área 

Isonicotinamida 2,84 0 Isonicotinamida 2,84 0 

 

 
 

 

 

Resultados (t = 30 min) [1C:2H2O2] Resultados (t = 40 min) [1C:2H2O2] 

Nome 

TR 

(min) Área Nome 

TR 

(min) Área 

Isonicotinamida 2,84 0 Isonicotinamida 2,84 0 
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Resultados (t = 50 min) [1C:2H2O2] Resultados (t = 60 min) [1C:2H2O2] 

Nome 

TR 

(min) Área Nome 

TR 

(min) Área 

Isonicotinamida 2,84 0 Isonicotinamida 2,84 0 

 

 

 

 

Resultados (t = 60 min UV) [1C:2H2O2] Resultados (t = 60 min H2O2) [1C:2H2O2] 

Nome 

TR 

(min) Área Nome 

TR 

(min) Área 

Isonicotinamida 2,84 0 Isonicotinamida 2,84 85446312 

 

 

 

 
 

 

 
 


