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RESUMO

VEIGA, Marco Aurélio Gomes. Estudo da Eficiéncia de Degradacdo da Isoniazida pelo
Processo H,0, (UV) e Identificagdo dos Intermediarios. Rio de Janeiro, 2011. Dissertacéo
(Mestrado) - Programa de Engenharia Ambiental, Escola Politécnica e Escola de Quimica,
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2011.

A ocorréncia de residuos de farmacos no meio ambiente pertencentes a classe terapéutica dos
antibidticos € um grave problema ambiental, devido a possibilidade dos microrganismos presentes
nas matrizes ambientais desenvolverem mecanismos de resisténcia aos farmacos. No presente
trabalho foi avaliada a eficiéncia de degradacdo da isoniazida via aplicacdo direta dos
Processos Oxidativos Avancados (H,O,/UV). A isoniazida é um antibiético de primeira
escolha, utilizado no tratamento da tuberculose pulmonar, considerada uma grave doenca
infecto contagiosa, 0 qual vem se observando o aumento da incidéncia de casos no Brasil.
Esse dado é alarmante, pois aumenta a probabilidade de ocorréncia desse farmaco no meio
ambiente. Os experimentos se desenvolveram num reator de bancada operado sob o regime de
batelada alimentada, nos seguintes Tempos de Retencdo Hidraulica (TRH): 1; 3; 5; 7; 10; 20;
30; 40; 50; 60 minutos; e 60 minutos UV e 60 minutos H,O,. As proporcdes molares de
peroxido de hidrogénio avaliadas foram [1C:1H,0;] e [1C:2H,0;]. Foi utilizado efluente
sintético contendo isoniazida na concentracdo de 10 mg L™. Com respeito & eficiéncia, o
processo H,O,/UV apresentou excelente performance na mineralizacdo e degradacdo do
farmaco. Esta tecnologia alcangou taxas de mineralizacdo de 100% apds tempos reacionais de
30 min, para propor¢do molar de [1C:1H,0,]. Com relacdo a proporcao [1C:2H,0,], a
mineralizacdo total do farmaco foi alcancada no tempo de 60 minutos. A degradacdo do
farmaco foi observada no mesmo tempo de reacdo para ambas as propor¢des molares, i.e, em
5 minutos. A despeito do pH foi observado ligeiramente &cido ao final de 60 minutos, sendo
registrado pH 3,8 para [1C:1H,0,] e pH 3,0 para [1C:2H,0,]. Em relacdo & condutividade e a
concentracdo de amonia, ndo foram observadas alteracBGes significativas no meio agquoso.
Adicionalmente, a degradacdo do farmaco deu origem a seis produtos degradacgdo, que foram
removidos apenas ao final de 60 minutos de reacdo, para ambas as propor¢des molares. Face
aos resultados obtidos é possivel inferir que o processo é potencialmente viavel de ser
aplicado em tratamento de aguas contaminadas com farmacos e, possivelmente outros
poluentes.

Palavras-chave: Residuos de farmacos, antibioticos, resisténcia bacteriana, processos
oxidativos avancados (H,O,/UV), isoniazida.



ABSTRACT

VEIGA, Marco Aurélio Gomes. Efficiency Study of Degradation Process of Isoniazid by
H,O, (UV) and ldentification of Intermediates. Rio de Janeiro, 2011. Dissertacdo
(Mestrado) - Programa de Engenharia Ambiental, Escola Politécnica e Escola de Quimica,
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/H,0,). 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 H,O,. The molar ratios of hydrogen peroxide were evaluated [1C:1H,0,] and
[1C: 2H,0,]. Was used isoniazid synthetic wastewater containing a concentration of 10 mg.L™. With
respect to efficiency, the process UV/ H,0, 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:1H,0,]. Since the proportion [1C: 2H,0,] 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:1H,0,] and pH 3.0 to [1C:2H,0,]. 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/H,0y,), isoniazid.
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1 INTRODUCAO

Farmacos sdo substancias quimicas que afetam a funcdo fisiolégica de modo
especifico (RANG et al., 2004). Quando o farmaco acessa 0 organismo humano, por uma das
possiveis vias de administragdo, inicia-se uma serie de reacdes bioguimicas objetivando a
absorcdo, distribuicdo, metabolismo (biotransformacéo) e a sua eliminacdo. O farmaco atua a
nivel de receptor o qual é responsavel pela seletividade da acdo farmacoldgica e pela relacéo
quantitativa entre o farmaco e seu efeito. A Fig. 1.1 apresenta um esquema das inter-relacdes
do farmaco entre absor¢do, distribuicdo, ligacdo as proteinas plasmaticas, metabolismo,
excrecdo e a sua concentracdo no local de agdo (GOODMAN & GILMAN 2006).

“RECEPTORES” RESERVATORIOS
LOCAIS DE ACAO TECIDUAIS
ligadas <=—= Iivres I|vres <= ligadas
/CIRCULAC;AO \
SISTEMICA
ABSORCAO > FARMACO LIVRE >| EXCRECAO

FARMACO

METABOLITOS
\ LIGADO /

\
BIOTRANSFORMACAO

Figura 1.1. Representacdo esquemaética das inter-relagcbes entre absorgdo, distribuicdo, ligacdo as
proteinas plasmaticas, metabolismo e excrecdo do farmaco e sua concentracdo no seu local de agéo.
Fonte: Adaptado de GOODMAN & GILMAN, 2006.

Farmacos em amostras ambientais sdo considerados poluentes emergentes e
pertencem a uma classe de substancias muito importante face as diversas possibilidades de
uso como: fornecer elementos carentes ao organismo, vitaminas, sais minerais e hormonios;
prevencdo de doenga; combate a infec¢des; bloqueio temporério de uma funcéo; correcdo de
uma funcdo desregulada; desintoxicacdo do organismo e agentes auxiliares de diagnéstico
(WENZEL et al., 2001).

Durante as Ultimas décadas, a producdo e o consumo de farmacos aumentaram

rapidamente com o desenvolvimento da ciéncia médica. Cerca de aproximadamente 3.000
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compostos sdo usados como medicamentos, e a quantidade da producdo anual é superior a
centenas de toneladas (SARMAMH et al., 2006; CALISTO & ESTEVES, 2009; KUMMERER,
2009).

Farmacos sdo excretados e descartados e, posteriormente, entram no ambiente
aquatico na forma de &guas residuais tratadas ou ndo. Assim, as guas residuais das estacoes
de tratamento municipais (M-ETAR), atividades agricolas, hospitais e inddstrias
farmacéuticas tornaram-se fontes conhecidas de produtos farmacéuticos lancados no ambiente
aquatico (ZHANG et al., 2008; MATAMOROS et al., 2009).

Nesse sentido, a presenca de residuos de farmacos no meio ambiente, ameaca a
salde humana, face a complexidade, possibilidade de interacdo sinérgica com os demais
contaminantes presentes nos efluentes e devido a sua estabilidade e elevado grau de
persisténcia. As industrias farmacéuticas devido ao desenvolvimento de novas formulacGes,
processamento analiticos de diversas amostras de farmacos, bem como a producao de diversas
classes terapéuticas de medicamentos, contribuem significativamente para a geracdo de
efluentes potencialmente poluidores, com destaque para a presenca de residuos de farmacos,
0s quais ndo sdo completamente removidos pelas tecnologias de tratamento convencional
adotadas pela maioria das indlstrias farmacéuticas, o que configura um grave problema
ambiental e sanitario a ser resolvido.

Obijetivando a avaliacdo de residuos de farmacos no Estado do Rio de Janeiro, em
1997, foi realizada uma pesquisa buscando verificar a presenca de diversos farmacos no meio
ambiente. Residuos de reguladores de lipideos, antiinflamatérios e metabdlitos de algumas
drogas foram detectados. A concentracdo média em efluentes de ETE variou de
0,1-1,0 pg L. Em esgoto bruto foram encontrados residuos na ordem de grandeza de pg L™,
sendo as maiores concentracdes encontradas para os farmacos indometacina (0,95 pg L™);
cofibrato (1,0 pg L) e bezofibrato (1,2 ug L™) (STUMPF et al., 1999).

No ano de 2006, foi realizada uma investigacdo das aguas destinadas ao
abastecimento pablico na regido de Campinas, SP por meio da quantificacdo de interferentes
enddcrinos, produtos farmacéuticos e de higiene pessoal. Dentre 0s compostos monitorados,
0s mais frequentemente detectados nas aguas naturais e potavel foram cafeina (1-106 pg L™),
dietil e dibutilftalato (0,2-3,0 pg L), estradiol (1,8-6,0 pg L™), etinilestradiol (1,0-3,5 pg L™),
progesterona (1,2-4,0 ug L), bisfenol A (2-64 ug L™), colesterol (9-301 pg L) e coprostanol
(5-41 ug L. Amostras de esgoto bruto e tratado também apresentaram concentragdes muito

proximas dos hormonios sexuais, indicando a eficiéncia limitada do tratamento empregado na
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ETE. Em relagdo as amostras de esgoto bruto para o farmaco diclofenaco foram encontrados
niveis de 2,87 + 0,04 pg L™ ¢ 1,78 + 0,03 pg L™ em esgoto tratado. Para o ibuprofeno os
niveis encontrados em esgoto bruto e tratado foram de 54,2 + 0,2 pg L™ ¢ 48,4 + 0,4 ug LY,
respectivamente. J& para o farmaco paracetamol foi obtido niveis de 18,1 + 0,4 pg L™* em
esgoto bruto e 5,89 * 0,02 pg L™ em esgoto tratado. Observou-se uma reducéo de 10% ; 7%;
38% e 67,5% para ibuprofeno, diclofenaco e paracetamol, respectivamente, sendo esses
compostos parcialmente removidos no tratamento bioldgico. Na analise de aguas superficiais,
ibuprofeno e paracetamol estavam abaixo do limite de quantificacdo (LQ) em todas as
amostras. Ja para diclofenaco, apesar de geralmente estar abaixo do LOQ do método, foi
encontrado niveis de até 5,9 + 0,6 ug L. Na analise de 4gua potavel apenas cafeina,
colesterol e sibutilftalato foram detectadas (SUCHARA, 2007).

A ocorréncia de farmacos no meio ambiente tende a se agravar ainda mais devido
fundamentalmente a dois aspectos: a reduzida ou completa auséncia de remocédo pelas ETE, e
pelo crescente uso de farmacos pela populagéo incluindo as mais diversas classes terapéuticas.
Segundo Vasskog et al., (2006) a concentracdo de antidepressivos se apresenta cada vez
maior nos sistemas de tratamento. Na Noruega, o0 consumo dessas substancias aumentou em
320% na ultima década, crescimento esse que também é percebido em toda a Europa (LINS,
2010).

1.1 JUSTIFICATIVA

1.1.1 Ocorréncia ambiental de farmacos em func¢éo da atividade produtiva farmacéutica

Os compostos farmacéuticos sdo a classe de poluentes organicos emergentes que
mais tem chamado a atencdo da comunidade cientifica, em face ao numero crescente de
utilizacdo de medicamentos de forma abusiva em diversos Paises do mundo.

Esses numeros sdo alarmantes, como por exemplo na Alemanha, onde o0 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 ndao foram contempladas as informag6es dos medicamentos consumidos sem
a receita médica.

O grafico da Figura. 1.1.1 apresenta o consumo de medicamentos em funcao da

renda per capita da populacdo da Alemanha.
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Figura 1.1.1. Consumo de medicamentos em funcé&o da paridade do poder de compra (PPP$) per capita
na Alemanha. Gréfico obtido do site oficial da Organizagdo Mundial da Saide (OMS)
Fonte: DA SILVA & COLLINS, 2011.

Em relacdo ao Brasil, o consumo de medicamentos pode ser ainda mais
expressivo devido a auséncia de fiscalizacdo por parte dos érgdos de vigilancia sanitaria.
Muitos farmacos podem ser obtidos nos pontos de venda sem a devida apresentacdo da receita
médica, mesmo para aqueles medicamentos que segundo legislacdes sanitarias deveriam ser
apresentado receita. Entretanto, ndo ha informacdes disponiveis nos érgdos de fiscalizacdo
sanitaria dos Estados que efetivamente comprovem a argumentacdo acima (DA SILVA &
COLLINS, 2011).

Com intuito de suprir a enorme demanda do mercado, a industria farmacéutica se
desenvolveu, e hoje disponibiliza para 0 mercado mundial milhdes de substancias com o
propdsito terapéutico, acarretando colateralmente um grave problema ambiental, o qual vem
crescendo em atengdo e preocupacdo nas agéncias controladoras do meio ambiente de varias
nac¢des do mundo (GARRIC et al., 2003). O aporte de substancias farmacologicamente ativas
no ambiente advém do uso intenso e extensivo no tratamento de doengas em seres humanos e
animais; sendo excretadas na forma ndo metabolizada ou na forma de metabdlito ativo e
introduzidos, principalmente, a partir do langamento via efluentes municipais e industriais nos
corpos receptores das aguas servidas (BROWN, 2006; PETROVIC, 2005; CALAMARI &
CROSA et al., 2003).

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

de farmacos em efluentes de industrias farmacéuticas e confirmaram a presenca de Vvarios
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compostos incluindo a cafeina, acetominofeno, A.A.S, lincomicina, ciprofloxacino,
florfenicol, acido mefendmico e naproxeno.

Segundo Larsson et al., (2007) os efluentes provenientes de industrias
farmacéuticas apresentaram niveis relativamente altos de compostos farmacéuticos e esse

fendmeno € atribuido ao processo de produgéo.

1.1.2 Escolha do farmaco

O farmaco escolhido para a realizacdo deste trabalho denomina-se isoniazida,
considerado um potente agente tuberculostatico de primeira escolha pertencente a classe
terapéutica dos antibioticos quimioterapicos. E utilizado no protocolo clinico de tratamento da
tuberculose pulmonar.

Em relacdo a tuberculose pulmonar, dados fornecidos pela Secretaria de
Vigilancia em Saude (SVS) denotam que a incidéncia no Brasil dessa doenca 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 nimero de pessoas infectadas € estimado em 42 milhes e cerca de
10% dos casos notificados por ano ocorrem em menores de 15 anos. As maiores incidéncias
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 possivel aumento da ocorréncia
da isoniazida nas diversas matrizes ambientais tanto sob o ponto de vista do aumento do
consumo do farmaco devido a grande incidéncia da tuberculose no Brasil, bem como, devido
ao uso intensivo pelos individuos portadores da doenca, o qual segundo dados
farmacocinéticos cerca de 75 a 95% de uma dose de isoniazida sdo excretados na urina dentro
de 24 h, em sua maioria sob a forma de metabdlitos ativos (GOODMAN & GILMAN 2006).

Deste modo pode-se destacar duas formas de contaminacdo ambiental, que podera
ser tanto sob a forma de metabdlitos ativos, ou ainda em decorréncia do processo produtivo
farmacéutico na forma de efluentes industriais, em virtude da necessidade de aumentar a

escala de producdo para atender a demanda local dos 6rgéos de saude publica.
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A Figura 1.1.2 apresenta o levantamento quantitativo em unidade farmacéutica de

comprimidos de isoniazida produzidos nos ultimos anos.
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Figura 1.1.2. Levantamento quantitativo em unidade farmacéutica de comprimidos de isoniazida
produzidos. Fonte: Planejamento e controle da produgdo (Laboratério Farmacéutico da Marinha,
2011).

Em observancia aos farmacos utilizados no tratamento de infeccdes bacterianas,
alguns autores consideram que, de todos os farmacos, os antibidticos sdo os mais
preocupantes, visto que o seu langamento no meio ambiente tem aumentado a ocorréncia de
bactérias resistentes (DAUGHTON APUD PETROVIC et al., 2003).

Com respeito a resisténcia bacteriana causada pela presenca de farmacos no meio
ambiente, caso 0 microrganismo causador da tubercolose pulmonar venha adquirir resisténcia
a isoniazida, podera levar o individuo a morte, pois o fArmaco ndo sera capaz de combater a
infeccdo.

Em referéncia a isoniazida, ndo foram encontrados dados bibliograficos que
reportassem a sua ocorréncia no meio ambiente. Todavia, cabe ressaltar que a isoniazida
pertence a classe terapéutica dos antibioticos e o seu consumo é considerado de longo prazo,
face as necessidades impostas pelo protocolo terapéutico recomendado pela Organizagédo
Mundial da Saude, aumentando a possibilidade de sua ocorréncia no meio ambiente.

Ademais Fick et al., (2010) desenvolveram uma metodologia para calcular a
concentracdo ambientalmente critica (CAC) para cerca de 500 farmacos, que apresentaram

maior prevaléncia em aguas de superficie reportados em estudos anteriormente realizados em
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diversos Paises, e a isoniazida foi contemplada. O estudo foi desenvolvido para cada farmaco
isoladamente com base em testes de eficacia e seguranca (poténcia farmacoldgica),
juntamente com fator de bioconcentracdo e lipofilicidade em peixes, assumindo que a droga
também atua em espécies alvo e ndo-alvo. De acordo com o0s autores seria possivel prever a
probabilidade de interagbes farmacoldgicas em espécies presentes no meio ambiente. Com
referéncia aos resultados das pesquisas, a isoniazida apresentou uma CAC no valor de
1,5x 10% ng L™, ou seja, concentracdo previsivel capaz de desenvolver alguma interacdo com
0S microrganismos presentes no meio ambiente.

Portanto, os resultados desses estudos sugerem que em algum momento a
ocorréncia da isoniazida no meio ambiente foi reportada, e assim sendo justificam as
pesquisas no sentido de monitorar a sua ocorréncia no meio ambiente, com objetivo de
investigar tecnologias de tratamento eficientes capazes de eliminar completamente o farmaco
presente nos efluentes, evitando assim possiveis mecanimos de interagdo com 0s

microrganismos presentes em diferentes matrizes ambientais.

1.2 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar a eficiéncia da aplicacdo direta dos
Processos Oxidativos Avancados (POA) na sua variante peroxido de hidrogénio combinado
com a radiacéo ultravioleta (H,O,/UV), para total remocéo da isoniazida no efluente sintético

pesquisado.

1.2.1 Objetivos especificos

e Avaliacdo preliminar de alguns sorventes disponiveis comercialmente através da
aplicacdo da técnica de extracdo por fase solida (SPE), para identificacdo de um
sorvente compativel com as caracteristicas fisico-quimica do farmaco, para assim
validar a metodologia de extracdo e quantificacdo que apresentar o melhor percentual
de recuperacéo.

e Estudo da influéncia da concentracdo de peroxido de hidrogénio no pH e na

condutividade do meio reacional.
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e Avaliacdo do percentual de remocéo de Carbono Organico Total (% Remocdo COT) e
da concentracdo de isoniazida efetivamente degradada para ambas as proporgdes
molares de peréxido de hidrogénio utilizadas [1C:1H,0;] e [1C:2H,0].

e Investigacdo da formacdo dos compostos intermediarios monitorados via
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massa (CLAE-
EM), obtidos ao longo dos tempos de retencdo hidraulica (TRH) do reator
fotocatalitico.

e Determinacdo dos parametros operacionais 6timos do reator fotocatalitico.

¢ Investigacdo da concentracdo de amodnia formada no meio reacional, em decorréncia
das reacOes de fotoclivagem exercidas pelos radicais HO' sobre a molécula de
isoniazida.

e Determinacdo da constante cinética da reacao de fotodegradacao do farmaco.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

E notavel que a questdo da contaminagdo ambiental ocasionada por residuos de
farmacos em diversas matrizes ambientais, despertou grande preocupacdo em toda
comunidade académica, e ocupou posicdo de destaque no cenério cientifico nos Gltimos anos,
fato que pode ser facilmente observado através do grande nimero de trabalhos de pesquisas
desenvolvidos a cerca do tema.

As Figuras 2.1(a) e 2.1(b) apresentam os resultados dos numeros de publicacdes
em jornais e revistas indexadas, sobre o desenvolvimento das técnicas analiticas para o

controle de residuos de farmacos no meio ambiente nos ultimos dez anos.
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Figura 2.1(a) Numero de publicacbes em revistas e jornais sobre o desenvolvimento das técnicas de
andlise para o controle de residuos de farmacos nos altimos dez anos. Fonte: Adaptado de: FATTA et
al.,2007 apud KLAVARIOTI et al.,2009. (b) Numero de publicacdes em revistas e jornais sobre a
degradacdo de residuos de farmacos por POAs ao longo da Ultima década. Fonte: Adaptado de
FATTA et al., 2007 apud KLAVARIOTI et al., 2009.
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Portanto, este capitulo apresenta os resultados das pesquisas bibliogréficas,
destacando a ocorréncia dos residuos de farmacos, sobretudo os antibioticos sendo estes
considerados de elevado grau de criticidade, em face aos seus diversos mecanismos de acdo e
possibilidade de desenvolver resisténcia bacteriana nos microrganismos presentes nas diversas
matrizes ambientais.

Apresenta também um breve panorama da tuberculose pulmonar no Brasil, seu
agente etioldgico, fisiologia e mecanismos de infeccdo, assim como o tratamento
farmacologico indicado segundo a OMS. Descreve o0s recursos analiticos no que tange as
metodologias de pré-concentracdo, concentracdo, extracdo e quantificacdo do residuo de
farmaco via cromatografia liquida de alta performance acoplado a espectometria de massa
(CLAE-EM). Apresenta os protocolos de estudo de estresse quimico de farmacos para
investigacdo dos compostos intermediarios, bem como todos os possiveis intermediarios da

isoniazida formados frente as condic6es dos ensaios realizados.

2.1 A PRESENCA DE RESIDUOS DE FARMACOS NO MEIO AMBIENTE

2.1.1 Os efeitos nocivos dos residuos de farmacos sobre a biota aquatica

De acordo com dados disponiveis na literatura, de todas as classes terapéuticas
utilizadas na pratica médica, os residuos dos antibiéticos sdo 0s que mais preocupam, 0s quais
guando presentes na matriz ambiental podem sensibilizar os microrganimos e assim
desenvolver resisténcia bacteriana sob os mais diversos mecanismos, como por exemplo, 0s
mecanismos celulares.

Compostos farmacéuticos pertencentes a classe terapéutica dos antibidticos
administrados a seres humanos, representam uma ampla gama de produtos quimicos, que
inclui os P-lactdmicos, sulfonamidas, macrolideos, fluoroquinolonas, tetraciclinas e
nitroimidazois. Essa diversidade de classes quimicas é igualmente representada pela
variabilidade fisica, quimica e propriedades bioquimicas, resultando em suscetibilidade
variavel para processos de tratamento fisico, quimico e biolégico. A exemplo os B-lactdmicos
sdo caracterizados pelo fato de geralmente ser muito rapidamente degradado durante os

processos de tratamento convencionais de aguas residuais. Este comportamento, presume ser
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em funcdo da susceptibilidade a hidrélise quimica e bioquimica do anel B-lactamico. No
entanto, observa-se que os comportamentos de outras classes de antibioticos sdo muito mais
dificeis de caracterizar, devido a variacdo da eficiéncia de remogdo, conforme relatados a
partir de estudos realizadas em diferentes partes do mundo (LE-MINH et al., 2010).

Uma vez lancados nos corpos receptores, os residuos de antibioticos poderdo
interagir com 0s microrganismos presentes na biota aquatica, podendo desenvolver
mecanismos de resisténcia bacteriana. Caso 0 microrganismo resistente venha infectar o
homem, este por sua vez desenvolvera a doenca. Entretanto ao fazer uso do medicamento
indicado para combater a infeccdo, o organismo nédo respondera ao tratamento, podendo levar
o individuo a morte.

Os antibidticos nas &guas superficiais tém o potencial de interromper ciclos
bacterianos chave e processos criticos para 0s organismos aquaticos (nitrificacdo e
desnitrificacdo) ou agricola (fertilidade do solo) e producdo animal (processos rudimentares)
(COSTANZO et al., 2005; KINNEY et al., 2006a;. KUMMERER, 2004).

Apesar dos farmacos serem detectados no ambiente em baixas concentragdes
(hg — pg L™, este quadro gera grande preocupacdo, uma vez que sdo substancias
biologicamente ativas que podem desencadear efeitos farmacodindmicos em organismos
aquaticos que possuam receptores enzimaticos compativeis (FENT et al., 2006 &
BOUND et al.,2004).

Efeitos de toxicidade costumam ser observados somente em concentragfes acima
de 1 pug L no entanto, é importante salientar que os ensaios de toxicidade priorizam o0s
efeitos agudos, quando na realidade os organismos aquaticos sdo expostos a baixas
concentrag¢fes a um longo periodo e, portanto, efeitos cronicos sdo mais provaveis (FENT et
al., 2006). Folmar et al., (2000) observaram que concentracdes a partir de 200 ng L™ de 17
B-estradiol (estrogénio endégeno) e 100 ng L™ de 17 a-etinilestradiol (estrogénio sintético)
induziram a sintese da proteina vitelogenina (regulada por estrogénios e, portanto, usualmente
encontrada em peixes fémeas) e em peixes machos da espécie Cyprinodon variegatus, sendo
este efeito considerado cronico.

No estudo de Rodgers-Gray et al., (2003) peixes jovens da espécie Rutilus rutilus
foram expostos a concentragdes gradativas de efluente de ETE por 150 dias contendo além de
outros perturbadores enddcrinos, estrogénios sintéticos. Os resultados revelaram que a
exposicdo induziu a feminizacdo de peixes machos. Subseqlientemente, os peixes foram

gradativamente expostos a aguas naturais por mais de 150 dias, resultando na redugdo de
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vitelogenina no plasma, poréem, ndo se observou alteragdo no sistema sexual feminizado dos
peixes, indicando que a anomalia no sistema reprodutivo nao possui carater reversivel.

N&o menos importantes sdo as consideracdes de que 0s organismos sao expostos a
muitos compostos diferentes simultaneamente, podendo ocorrer efeito aditivo ou até mesmo
sinérgico entre os farmacos ou outras substancias presentes no ambiente (BOUND et al., 2004
& CLEUVERS et al.,2003).

Akiyama & Savin (2010) relataram os efeitos toxicos em varios organismos, por
exemplo, bactérias, algas e pulgas d’agua (Daphnia magna), encontrados ndo apenas em altas
concentracfes, mas também em baixas concentracbes e em testes de toxicidade cronica
(ALATON et al.,, 2004). Uma das possibilidades mecanisticas que corroboram para
comprovacdo do fendmeno da resisténcia bacteriana desenvolvida pelos microrganimos € a
presenca de antibioticos nos ecossistemas aquaticos em baixas concentragcfes. Os antibidticos
podem atuar como compostos de sinalizacdo na concentragcdo sub-inibitéria e selecionar
bactérias resistentes aos antibidticos.

A Escherichia coli sdo utilizadas como indicadores de contaminacdo fecal e em
situacdo de equilibrio ndo se desenvolvem no meio ambiente. Entretanto a E. coli sdo
conhecidas por persistir no sedimento de efluentes até varias semanas (JAMIESON et al.,
2005). Devido ao fato das bactérias viverem junto aos biofilmes, sdo mais propensas a trocar
seus genes. Com a possibilidade dos antibidticos influenciarem as caracteristicas fenotipicas e
genotipicas das bactérias, os biofilmes sdo importantes reservatorios para o desenvolvimento
e a transferéncia horizontal de genes de resisténcia a antibidticos em ecossistemas aquéaticos
(DAVEY & O’TOOLE, 2000; MOLIN & TOLKER-NIELSEN, 2003).

Richardson & Bowron (1985) analisaram uma série de antibidticos como a
ampicilina, eritromicina, sulfametoxazol, tetraciclina e grupos penicilamicos para avaliar a
sua biodegradabilidade durante o tratamento de esgoto. O estudo indicou que estes
antibidticos eram praticamente ndo biodegradaveis e apresentou potencial para se manter
farmacologicamente ativo no tratamento de esgoto. Essas propriedades levam a persisténcia
destes compostos no meio ambiente e potenciais efeitos de bioacumulagéo
(WOLLENBERGER et al., 2000).
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2.1.2 Ocorréncia de antibidticos no meio ambiente

Os antibidticos foram recentemente classificados como um grupo de risco
prioritario devido a sua alta toxicidade para as algas e bactérias em baixas concentracdes e 0
potencial em causar resisténcia entre populacGes de bactérias presente no meio ambiente
(HERNANDO et al., 2006).

Grande parte da preocupacdo quanto a presenca de antibidticos em A&guas
residuais, € em funcdo da sua persisténcia atraves dos processos de tratamento de aguas
residuais sobretudo devido a possibilidade de que eles podem contribuir para a prevaléncia da
resisténcia a antibioticos em espécies de bactérias presentes nos efluentes e aguas superficiais
proximas as estagcdes de tratamento de aguas residuais (ETE) (ADELOWO et al., 2008;
AUERBACH et al., 2007; BAQUERO et al., 2008).

A presenca de antibioticos em aguas residuais tem contribuido para o
desenvolvimento e disseminagdo de espécies resistentes a antibidticos ja que um ndmero
significativo de genes de resisténcia a antibidticos tém sido encontrados em ETE
(SZCZEPANOWSKI et al.,, 2009). Vaérias bactérias, como coliformes fecal, E.coli e
enterococos encontradas no esgoto tém demonstrado resisténcia a 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
exposicdo na concentragdo de 1 ug L™ aumenta a concentracio de tetraciclina no interior do
reator por bactérias resistentes. No entanto, o significado real das baixas concentracdes de
antibidticos em ETAR, em termos de propagacdo da resisténcia ainda esta para ser
conclusivamente determinada (LE-MINH et al., 2010).

Cagné et al., (2006) pesquisaram amostras de aguas residuais de varias unidades
de tratamento, objetivando detectar a presenca de 21 residuos de compostos farmacéuticos a
base de antibioticos. Um total de seis antibidticos foram detectados, incluindo duas
sulfonamidas  (sulfametazina, sulfametoxazol), uma tetraciclina, fluoroquinolona
(ciprofloxacina), macrolideos (eritromicina-H;0) e trimetoprim. A freqliéncia de detecgéo de
antibioticos foi na seguinte ordem: tetraciclina e trimetoprim (80%); sulfametoxazol (70%);
eritromicina-H,O (45%); ciprofloxacino (40%); sulfametazina (10%). No entanto, as
concentracdes detectadas foi <1,3 pug L. As concentragdes avaliadas encontrava-se numa

ordem de magnitude reportados para sistemas semelhantes na Europa e no Canada.
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De fato, a ocorréncia de antibidticos no meio ambiente é significativa e
extremamente diversa. A Tabela 2.1.1 apresenta os resultados da compilacdo das pesquisas
bibliograficas realizadas, com referéncia a ocorréncia de antibidticos nos efluentes em

diversos Paises.

Tabela 2.1.1. Ocorréncia de antibiético nos afluentes as ETAR em diversos Paises

Antibidtico Concentracéo no afluente

Pais (ng LY Referéncia
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 (YYang et al., 2005)
Coréia 450 (Choi et al., 2007)
China 5450-7910 (Peng et al., 2006)
Croécia 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*-sulfametaxazol



36

Suica 850-1600 (Gobel et al., 2005a)
Sulfatiazol
Coréia 10-570 (Choi et al., 2007)
Sulfametazina
USA 150 (YYang et al., 2005)
Coréia 4010 (Choi et al., 2007)
Sulfadimethoxina

USA 70 (YYang et al., 2005)
Coréia 460 (Choi et al., 2007)

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

2.1.3 As diferentes formas de contaminacao por residuos de farmacos

2.1.3.1 Efluente de indUstria farmacéutica

As industrias farmacéuticas possuem uma longa e complexa cadeia produtiva, e 0s
residuos de farmacos séo gerados, desde as areas de fracionamento de matéria-prima, controle
de qualidade, desenvolvimento de novos farmacos e producdo, até a embalagem e o
acondicionamento do produto final (BILA & DEZOTTI 2003 & BRAILE et al., 1993).

Neste sentido, ressalta-se que a contribuicdo de lancamento de residuos de
farmacos presente nos efluentes de origem farmacéutica é considerada de maior impacto face
0S seguintes aspectos: reduzida eficiéncia de degradacdo desses contaminantes pelas
tecnologias de tratamentos convencionais adotadas pelas inddstrias o qual determina o
lancamento de compostos com a sua formula estrutural praticamente intacta; altas
concentracOes de residuos de farmacos de diversas classes terapéuticas presentes nos efluentes
podendo desencadear efeitos sinérgicos e até mesmo a ocorréncia de produtos de degradacao
devido a exposi¢do a luz e as variacdes de pH e temperatura.

Com o objetivo de investigar a presenca de residuos de farmacos nos efluentes de
origem farmacéutica Larsson et al., (2007), analisaram amostras provenientes de uma estacdo
de tratamento que recebe efluentes de 90 industrias farmacéuticas, localizada no centro sul da
india, um local de grande producgio de medicamentos genéricos. As analises de caracterizago
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 anélises de caracterizagdo dos efluentes provenientes de 90 industrias
farmacéuticas.

Parametros Resultados
Unidade Efluente Bruto Tratado
DBO; (mg L™ 1300 270
DQO (mg L™) 6000 1400
Solidos Totais Dissolvidos (STD) 9000 500
Sélidos Suspensos Totais (SST) 5000 300
pH 7,5 7,5

A triagem inicial de 59 compostos farmacéuticos detectou que 21 destes estavam
presentes em concentracdes acima de 1 pg L. Uma analise quantitativa independente em
nove drogas de maior prevaléncia e dois antibidticos, confirmaram os resultados da triagem.
Quase todos os 11 medicamentos foram detectados em niveis acima de 100 pg L™ (Tabela
2.1.3). A descarga de ciprofloxacino no meio ambiente corresponde a aproximadamente 45 kg
de principio ativo produzido por dia, que é equivalente a quantidade total consumida por um
periodo de 5 dias pela populacdo da Suécia com nove milhdes de habitantes
(WILLIAMS et al., 2005).

Tabela 2.1.3. Principios ativos encontrados nas amostras de efluentes de uma estacdo de tratamento
gue atende cerca de 90 industrias farmacéuticas.

Principio ativo Classificacéo terapéutica Limite (ug L™)

Ciprofloxacino Antibiético-fluoroquinolona 28,0-31,0
Losartan Receptor angiotensina Il (antagonista) 24-25
Certirizine Receptor-H; (antagonista) 1,3-14
Metoprolol Adrenoreceptor-B, (antagonista) 800 - 950
Enrofloxacino Antibiotico-fluoroquinolona (uso veterinario) 780-900
Citalopran Inibidor da recaptacdo da serotonina 770-840
Norfloxacino Antibiético-fluoroquinolona 390-420
Lomefloxacino Antibiético-fluoroquinolona 150-300
Enoxacino Antibiético-fluoroquinolona 150-300
Ofloxacino Antibiético-fluoroquinolona 150-160
Ranitidina Antagonistas do receptor H, 90-160

Fonte: Larsson et al., (2007).
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Behera et al., (2011) pesquisaram a ocorréncia de vinte compostos farmacéuticos
em cinco estacOes de tratamento da Ulsan, a maior cidade industrial da Coréia. Os farmacos
investigados incluiram o0s antibidticos, hormonios, analgésicos, anticonvulsivante,
antihiperlipidémicos e anti-hipertensivos. Os resultados mostraram que acetaminofeno,
atenolol e lincomicina foram os principais poluentes individuais normalmente encontrados em
concentracdes acima de 10 pg L™ Na estacdo de tratamento, as concentracdes do
paracetamol, cafeina, estriol e estradiol diminuiram mais de 99%. Entretanto, para o
antibiotico sulfametazina, e metoprolol, e a carbamazepina apresentaram eficiéncia de
remocao muito reduzida, cerca de 30%.

Lin & Tsai (2009) investigaram a ocorréncia e a distribuicdo de residuos de
farmacos incluindo antibidticos, estrogénios, antiinflamtérios ndo esteroidais (AINES), beta-
blogueadores, e os reguladores de lipidios em trés rios e no ponto de langamento de efluentes
de quatro inddstrias farmacéuticas em Taiwan. O residuo de farmaco mais freqlentemente
detectado foi o paracetamol, eritromicina-H,O, sulfametoxazol e genfibrozila. Os AINEs
foram os farmacos que apresentaram maior prevaléncia (> 60%). O presente estudo
demonstrou uma perda significativa de farmacos em decorréncia do processo de producdo em
aguas de superficie no distrito de Taipei. As altas concentracdes de farmacos encontrados por
drenagem nos rios de Sindian e Dahan demonstraram o grau alarmante a que esses rios foram
impactados por residuos de farmacos de efluentes hospitalares, doméstico, e instalacdes de

producdo farmacéutica.
2.1.3.2. Efluentes de hospitais

Os hospitais sdo importantes fontes de contaminacao de compostos farmacéuticos:
uma grande variedade de micropoluentes incluindo residuos de diagndsticos, atividades de
laboratdrio e pesquisa, e excrecdo de farmacos e metabdlitos por pacientes internados apos o
uso de medicamentos, foram frequentemente detectados(VERLICCHI et al., 2010).

Antibidticos tém sido relatados em aguas residuérias de hospitais (KUMMERER,
2001;. LINDBERG et al., 2004). A maioria dos trabalhos de andlises de efluente hospitalar
tém focado as pesquisas dando énfase especial na identificacdo de residuos de antibioticos,
entretanto, é interessante ressaltar que os hospitais podem ser uma importante fonte de
contaminacdo de farmacos pertencentes a outras classes terapéuticas (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 concentracdes médias de aproximadamente 20 pug L™ e 16 ug L™ de ibuprofeno
e paracetamol, respectivamente (GOMEZ et al., 2006).

Embora a mistura de compostos farmacéuticos em efluentes hospitalar seja mais
extenso, € provavel que as concentracdes estejam em niveis inferiores. Os estudos de
toxicidade puseram em evidéncia o potencial toxico do efluente hospitalar (HARTMANN et
al., 1998;. EMMANUEL et al., 2004).

Bactérias resistentes aos antibioticos podem ser liberadas diretamente para
sistemas de A&guas residuais a partir de pacientes medicados com antibidticos e,
consequentemente, liberados no meio ambiente. A Resisténcia também pode ser adquirida
através da transferéncia horizontal de gene, através da captacdo de genes determinantes da
resisténcia por conjugacéo, transducéo, transformacdo e, portanto, ser disseminado para além
do habitat original dos hospedeiros (ZHANG et al., 2009).

Recentemente, bactérias resistentes aos antibioticos, incluindo S. aereus Al
mecA' e E. cloacae A10 ampC' foram taxonomicamente identificados nas 4guas residuais de
hospital (VOLKMANN et al., 2004). Isto € de particular importancia uma vez que existem
casos em que as aguas residuais podem ser reutilizadas como por exemplo para irrigacdo
(FATTA-KASSINOS et al., 2011).

Langford et al.,(2009) pesquisaram a ocorréncia de quase 40 compostos
farmacéuticos nos afluentes e efluentes das estacdes de tratamentos que recebem efluentes de
dois hospitais. Os resultados revelaram que o propanolol contribuiram com 11,5% para o
aumento da carga de residuos de farmacos nos efluentes. Atorvastatina e atenolol
contribuiram com 2% cada. Cetoprofeno, carisoprodol, metoprolol, fenazona, tamoxifeno,
carbamazepina, paroxetina, sertralina, clotrimazol e sinvastatina contribuiram com pouco
menos de 2%. Os outros compostos nao foram detectados.

Watkinson et al., (2007) avaliaram a presenca de 28 antibidticos em trés efluentes
de origem hospitalar. Todos os antibioticos foram detectados pelo menos uma vez, com
excecdo apenas da bacitracina. As concentracdes variaram de 0,01-14,5 pg L™, sendo
predominante os B-lactamicos, quinolonas e grupos sulfonamida. Antibidticos também foram
encontrados em afluentes das estagdes de tratamento de aguas residuérias na concentracdo de
64 ng L, representado também pelos B-lactamicos, quinolonas e grupos sulfonamida.

A Figura 2.1.2 exemplifica as possiveis rotas de entrada e distribuicao de residuos

de farmacos em diversas matrizes ambientais.
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2.1.4 Aspectos normativos e regulatorios

As legislacdes ambientais aplicadas as industrias farmacéuticas geralmente
compreendem uma série de rigorosos procedimentos e normas, entretanto sem um foco
especifico para o controle de langamento de susbstancias farmacologicamente ativas presentes
em efluentes de origem farmacéutica, bem como o registro do uso dos produtos finais
(USFDA, 1998 & EMEA, 2006).

O aumento crescente nas pesquisas para quantificacdo dos residuos de farmacos
no ambiente ocorre pelo fato de que ainda ndo estdo inseridos em legislagbes que
regulamentam a qualidade da agua. No entanto, espera-se que num futuro proximo esses
contaminantes poderdo sofrer regulamentacdes dos 6rgdos ambientais fiscalizadores, bem
como dos orgdos sanitarios do Pais, por tratar-se de um grave problema de salde publica
(HERNANDEZ et al., 2007; RODRIGUEZ-MOZAZ et al., 2007).

No Brasil, ainda ndo existe nenhuma legislacio ambiental e sanitaria que
determinem pardmetros e limites para langcamentos de residuos de farmacos presentes em
efluentes de origem farmacéutica, impossibilitando a atuacdo dos o6rgdos de fiscalizacdo
sanitaria e ambientais.

Mesmo sem nenhuma legislagdo que normatize os limites para descarte de
farmacos, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), regulamentou a Resolucéo
de N° 44 de 26 de outubro de 2010, que institui critérios para comercializacdo de antibioticos
no Brasil (BRASIL, 2010).

Compreende-se que essa nova regulamentacgdo ira coibir o uso indiscriminado de
antibidticos, reduzindo a elevacdo da resisténcia bacteriana no Pais, além de minimizar o
descarte tanto para os aterros sanitarios como para as estaches de tratamento das
municipalidades, reduzindo a possibilidade de ocorréncia do farmaco no meio ambiente.

Outro aspecto normativo interessante é referente a logistica reversa no segmento
farmacéutico, o qual a ANVISA iniciou um levantamento nos laboratorios oficiais
farmacéuticos, com o intuito de conhecer efetivamente o0s processos produtivos, bem como 0s
procedimentos de gerenciamento e descarte de residuos de medicamentos gerados em
decorréncia da atividade industrial farmacéutica.

A logistica reversa é o principal instrumento da Politica Nacional de Residuos
Soélidos (PNRS), e garantird maior eficacia no descarte final de medicamentos para 0 meio
ambiente (CALDAS, 2011).
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O resultado desse estudo possiblitard a ANVISA tracar o perfil produtivo de todo
0 segmento industrial farmacéutico, com o propdsito de elaborar uma resolugdo especifica,
para o correto gerenciamento de residuos de farmacos aplicado as industrias farmacéuticas.

Com relacdo aos demais paises, os Estados Unidos regulamentam produtos
farmacéuticos no meio ambiente através da United States Food and Drug Administration
(US-FDA). Essa regulamentacdo ocorre através de processos de revisdo ambiental requerido
para novas drogas submetidas ao FDA (KOT-WASIK, et al., 2006).

No entanto essa avaliacdo ambiental como pré-requisito para o registro de novos
farmacos somente passou a ser solicitada nos Gltimos anos (HALLING-SORENSEN et al.,
1998).

Na Europa as praticas de avaliacdo de riscos ambientais ja estdo inseridas no
contexto da engenharia de seguranca ja alguns anos. Em 2005, novas normas foram
disponibilizadas e o aspecto positivo foi 0 requerimento para testes de ecotoxicidade cronica
preferencialmente ao agudo, reconhecendo que a maioria dos compostos farmacéuticos ativos
podem apresentar a longo prazo, efeitos cronicos em baixos niveis (KOT-WASIK, et al.,
2006). Segundo a European Medicines Agency (EMEA), se o valor da concentracdo
ambiental detectada estiver abaixo de 0,01 pg L™ o risco para o ambiente ocasionado pelo
composto farmacéutico é considerado improvével. Acima de 0,01 pug L*, analise bruta do
efeito ambiental deve ser executada (CASTIGLIONI et al., 2004 e KNACKER et al., 2003).

A diretriz orientadora do Conselho da Unido Européia (81/852/EEC) para
seguranca no meio ambiente estabelece que a concentracdo de farmacos veterinarios no meio
ambiente ndo deve exceder a valores de 10 pg kg™ no solo e 0,1 pug L™* em &gua bruta
(ARIESE et al., 2001). Limites toxicoldgicos para 13 farmacos em agua foram estabelecidos
em pesquisa desenvolvida na Holanda. Esses limites foram baseados sobre 10% da dose
méaxima diaria aceitavel ou para o limite maximo permitido para residuos de farmacos
veterinarios em leite, considerando um peso médio de uma pessoa de 60 kg e a dose diaria de
2 litros de agua. Foram estabelecidos os seguintes limites para farmacos em agua potavel:
paracetamol, 150 pug L™; sulfametoxazol, 75 pg L'!; carbamazepina, 50 pg L™; metoprolol, 50
ug L diclofenaco, 7,5 pg L™; bisoprolol, 1 pg L™; bezafibrate, 35 pg L™; eritromicina, 15 pg
L, fenofibrate, 50 pg L™ acido acetil salicilico, 25 pg L™; ibuprofeno, 150 pg L™ 4cido
clofibrico, 30 pg L™*; cloranfenicol, limite de quantificacdo do método tdo baixo quanto
possivel (MULLER, 2002).
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2.1.5 A baixa eficiéncia de remocdo dos residuos de farmacos pelas tecnologias

convencionais de tratamento

Tecnologias convencionais de tratamento ndo sdo capazes de eliminar totalmente
os farmacos que chegam as estacOes de tratamento dos grandes centros urbanos. A anélise de
uma amostra de uma unidade de tratamento na Espanha, identificou a presenca de vérios
compostos farmacéuticos incluindo: metoprolol, propanolol, carbamazepina, acido salicilico,
benzafibrato, ibuprofeno, acetoaminofeno, diclofenaco, naproxeno e acido clofibrico na faixa
de concentracio entre 0,01-0,69 pg L™, evidenciando que o processo de tratamento realizado
ndo foi efetivo para eliminar os farmacos, conforme indicado na Figura 2.1.3(a). No mesmo
trabalho, foi analisada a agua do Rio Ebro, um dos maiores da Peninsula Ibérica, onde os
armacos acetoaminofeno, cafeina, carbamazepina, benzafibrato, diclofenaco e ibuprofeno
foram quantificados na faixa de concentracéo de 9-240 ng L™ Figura 2.1.6 (b) (PEDROUZO
et al., 2007).
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Figura 2.1.3. Cromatogramas (HPLC-ESI-MS/MS). (a) amostras da dgua do Rio Ebro; e (b) amostras
coletadas ap6s o tratamento dos efluentes. Fonte: Adaptado de: PEDROUZO et al., (2007).

Ainda segundo Richardson & Bowron (1985) nas estagdes de tratamento de
efluentes existem trés possiveis destinos para os residuos de farmacos:

- pode ser biodegradavel, ou seja, mineralizado a gas carbdnico e agua, como € 0
caso do acido acetilsalicilico;

- pode passar por algum processo metabdlico ou ser degradado parcialmente,
como ocorre com as penicilinas;

- ¢, finalmente, pode ser persistente, como o clofibrato.
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Os processos biologicos sédo os mais frequentemente utilizados porque permitem o
tratamento de grandes volumes, conseguem alcancgar altas taxas de remocdo de matéria
organica e 0s custos sdo relativamente baixos. No entanto, alguns compostos s&o
recalcitrantes e podem, inclusive, ser toxicos aos microrganismos. Em estudos de
biodegradacdo de farmacos as taxas de remocgdo foram apenas de 50% para sistemas
convencionais de lodos ativados (CLARA et al., 2005; e RADJENOVIC et al., 2007).

Os processos fisicos (decantacao, flotacdo, filtracdo, adsorcédo) sdo caracterizados
pela transferéncia de fase do contaminante, sem que este seja de fato degradado. Por outro
lado, costumam ser bastante eficientes, podendo ser Uteis como pré ou pés-tratamento do
processo final (FREIRE et al., 2000 & KUNZ et al., 2002). Em estag0es que operam com
sistema de lodos ativados, tecnologia esta adotada pela maioria das industrias farmacéuticas, a
adsorcéo é o principal mecanismo de remocdo de farmacos lipofilicos, como os estrégenos
(FENT et al., 2006 & RADJENOVIC et al., 2007).

Os processos quimicos baseiam-se na oxidagdo dos contaminantes pela adicao de
compostos quimicos altamente oxidantes, como peroxido de hidrogénio (H,O,), cloro (Cly),
diéxido de cloro (CIO;) e permanganato (MnQOy). Entretanto, a utilizacdo deste tipo de
tratamento ndo promove a mineralizacdo completa dos contaminantes a CO,, havendo a
formacdo de uma grande variedade de sub-produtos em geral, &cidos organicos (oxalico,
tartarico, férmico e acético) (VELLA et al., 1993).

A eficiéncia de remocao dos farmacos em estacGes de tratamento depende das
propriedades fisico-quimicas de cada composto. Varios trabalhos relatam que a eliminacéao
destes compostos é freqiientemente incompleta, pois a taxa de remocgdo é variavel. Por
exemplo, para o anticonvulsivante carbamazepina uma remocdo de 7% foi observada,
enguanto que para o analgésico acido acetilsalicilico 99% de remocéo foi obtida numa estacédo
de tratamento na Alemanha (TERNES et al., 1998).

Huber et al., (2005) relataram que os filtros bioldgicos e unidades de lodos
ativados séo tecnologias de tratamento secundario mais frequentemente usadas em ETE. No
entanto, o tratamento de lodos ativados mostrou degradar produtos farmacéuticos em
pequenas extensdes. Maior tempo de retencdo de lodo melhorou a degradacdo, mas a maioria
dos compostos investigados ndo foram completamente degradados. Como resultado, muitos
medicamentos sdo apenas parcialmente removidas durante 0s processos biologicos e sdo
liberados para aguas superficiais (ANDREOZZI et al., 2003). Por isso, o tratamento bioldgico

de &guas residuais € insuficiente para alguns produtos farmacéuticos recalcitrantes, e o
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processo de tratamento avangado antes e/ou apds o tratamento bioldgico, parece promissor e
até necesséario (IKEHATA et al., 2006).

Behera et al., (2011) reportaram que as estacdes de tratamento da municipalidade
alcancaram mais de 99% de eficiéncia para a remoc¢édo de paracetamol, cafeina e estradiol.
Entretanto, para a sulfametazina, metoprolol e carbamazepina apresentaram eficiéncia de
remocao abaixo de 30%. Particularmente, a remocao de antibioticos variou entre 11,2 e 69%.
No tratamento primario (processo fisico-quimico), a remoc¢éo dos farmacos foi insignificante
(até 28%).

2.2 QUANTIFICACAO DE FARMACOS NAS DIVERSAS MATRIZES AMBIENTAIS

2.2.1 Metodologias de extracao de residuos de farmacos

Em relacdo a quantificacdo dos residuos de farmacos presentes nas diversas
matrizes ambientais, um dos maiores desafios a ser alcancado, é o desenvolvimento de
metodologias experimentais de baixa complexidade analitica, incluindo aparatos
experimentais mais simples e de baixo custo, para identificacdo de farmacos.

A andlise direta de residuos de farmacos, em baixos niveis de concentracdo, é
praticamente inviavel, seja pela complexidade da matriz, seja pelo limite de deteccdo das
técnicas instrumentais disponiveis. Assim, faz-se necessario um pré-tratamento das amostras
para eliminar, a0 maximo, os interferentes e pré-concentrar os analitos para alcancar os
limites de deteccdo desejados (SANTOS et al., 2007).

Extracdo de amostra (isolamento e enriquecimento do analito) é comumente
realizadas com fatores de concentracao tipico de 100 a1000, este intervalo é necessario para
analise de amostras com baixos limites de deteccdo (LOD). Embora uma variedade de
técnicas tém sido empregadas para a extracdo de antibidticos, como liofilizacdo
(HIRSCH et al., 1998) ou extracdo liquido-liquido (LLE), a técnica mais utilizada é a
extracdo por fase sélida (SPE) com cartuchos hidrofilicos e lipofilicos como por exemplo o
HLB equilibrados (JEN et al.,1998).

Fatta et al., (2007) pesquisaram o uso de varios sorventes utilizados na SPE e
confirmaram que Oasis HLB foi entre os de melhor desempenho, possibilitanto a utilizag&o

em multiplos analitos com caracteristicas acidas, basicas e neutras incluindo os antibidticos.
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Figura 2.2.1. Etapas envolvidas na SPE: condicionamento do sorvente, adi¢cdo da amostra, remocao
dos interferentes e eluicdo 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: ativacdo do sorvente para deixar os sitios ativos
disponiveis; condicionamento do sorvente com solvente adequado para ajustar as forcas do
solvente de elui¢do com o solvente utilizado no preparo da amostra de extracdo; percolacdo da
amostra, quando ocorre a retencdo do analito e as vezes de alguns interferentes; lavagem da
coluna para retirar os interferentes menos retidos que o analito alvo; e por fim a eluicdo e
coleta do analito (CALDAS et al., 2011; LINGEMAN & HOEKSTRA-OUSSOREN, 1997).

Wardencki et al., (2007) ressalta a importancia de atentar para alguns fatores para
que o procedimento de extracdo (SPE) alcance a méaxima eficiéncia. Os fatores inclui o
recheio do cartucho, pH da amostra, modo de extracdo, temperatura, forca ionica e tempo de
extracao.

Os procedimentos de analise exigem um cuidado especifico na sua execugéo, pois
como os farmacos encontram-se muitas das vezes em matrizes complexas e em concentragoes
reduzidas, qualquer incompatibilidade do farmaco com o sorvente, poderd comprometer o

resultado da recuperacdo. Na SPE varios sdo os fatores intervenientes no sucesso do processo



47

de isolamento e concentracdo dos analitos. Na literatura encontra-se uma enorme quantidade
de métodos dispares para um mesmo propoésito, denotando que o estudo aprofundado da
otimizacdo da técnica de SPE necessita ser realizado (LAGANA, et al., 2004; MOZAZ et al.,
2004).

Para antibidticos, antifungicos e antiparasitarios de uso humano e veterinario, 0s
sorventes mais utilizados sdo os cartuchos com copolimero diviniloenzeno e N-
vinilpirrolidona que, por apresentarem caracteristicas de interacdo mista hidrofilica-lipofilica,
esses cartuchos podem extrair analitos de média a alta polaridade, apresentando os melhores
percentuais de recuperagio (DIAZ-CRUZ e BARCELO, 2006).

Para extragdo de analitos com caracteristicas mais basicas, como farmacos de uso
psiquiatrico (fluoxetina e sertralina) ¢ B-bloqueadores (propanolol e metoprolol) podem ser
utilizados sorventes de copolimero divinilbenzeno e N-vinilpirrolidona modificados com
grupos sulfonato, para troca catibnica. Para analitos com caracteristicas acidas, como
farmacos da classe dos antiinflamatdrios néo esteroidais (diclofenaco e naproxeno) podem ser
utilizados sorventes com grupos dimetilbutilamina, capazes de realizar troca anibnica, ou a
base de silica modificada com C;3 (PETROVIC et al., 2005). Uma alternativa é a utilizacéo
de cartuchos em série, como utilizados na extracdo de quinze farmacos com caracteristicas
distintas de acidez (basicos, neutros e acidos) (LAVEN et al., 2009). Para eluicdo dos
analitos, sdo utilizados solventes com caracteristicas polares, como acetona, metanol,
acetonitrila e acetato de etila (PETROVIC et al., 2005; HERNANDEZ et al.,2007; DIAZ-
CRUZ e BARCELO, 2006).

Para escolha do sorvente compativel com as carateristicas do farmaco e da matriz,
e fundamental realizar um estudo detalhado das propriedades fisico-quimicas do farmaco
alvo, em face ao grande numero de sorventes disponiveis no mercado. A Tabela 2.2.1
apresentada o resultado das pesquisas com referéncia aos diferentes procedimentos da
aplicacdo da técnica de extracdo em SPE para diversas classes de antibioticos, bem como as
matrizes ambientais, tipos de sorventes e volume das amostras utilizadas no procedimento de

extracdo e resultado do percentual de recuperagéo obtido.
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Tabela 2.2.1.Classe do antibi6tico, tipo de amostra, sorventes (volume da amostra e pH), solventes e

percentual de recuperacdo em procedimentos de SPE.

Classe do
Antibidtico

5 B-lactamicos

16 Sulfonamidas
Trimetropim

6 Sulfononamidas
Trimetroprim
5 Macrolideos

2 Macrolideos
Sulfametoxazol
Trimetropim
Ofloxacino

Trimetropim

5 Fluoroquinolonas
3 Sulfonamidas
Trimetropim

8 Fluoroquinolonas

20 Quinolonas e
Fluoroquinolonas

3 Macrolideos

6 Tetraciclinas
5 Sulfonamidas

2 Fluoroquinolonas
2 Macrolideos
Sulfametoxazol

Trimetropim

5 Sulfonamida
Trimetoprim

Amostra

Efluente

Efluente

Efluente

Efluente

Lodo

Efluente

Efluente

Efluente

Efluente

Efluente

Efluente

Efluente

Sorvente

Volume da amostra
(mL), pH

SPE Oasis HLB
200 mL, pH 7,5

SPE Oasis HLB
Silica gel
250 - 500 mL

SPE Qasis HLB
50 - 250 mL, pH 4

SPE Oasis HLB
100 - 200 mL

SPE Qasis HLB

SPE Qasis HLB
100 mL pH 2,5

SPE Anpel MEP,
100 e 500 mL, pH 3,0

SPE Oasis HLB
200 e 400 mL, pH 3,0

SPE
Water WCX

SPE Oasis HLB
120 mL, pH 5,0

SPE Oasis HLB
120 mL, pH 3,0

SPE Strata-X p XC
250 mL, pH 3,0

SPE Oasis HLB
50 mL, pH 4,0

Solventes

Metanol
Acetonitrila
Acido férmico
Acido trifluoroacético

i Metanol
Acido férmico

i Metanol
Acido férmico
Acetato de etila

Metanol/
Acetonitrila
Acetato de amonio

Acido férmico
Acetato de etila

Metanol
Acetonitrila

Metanol
Acido Formico
Acetonitrila
Tetrabutila aménio

) Metanol
Acido férmico

Metanol
’Acetonitrila
Acido férmico

Metanol
’Acetonitrila
Acido férmico

Metanol
’Acetonitrila
Acido férmico

Metanol
’Acetonitrila
Acido férmico

Recuperacéo Referéncia
(%0)
>70%
o Chaetal.,
Amoxicilina
2006
(10%)
62-102% Chang et al.,
2008

91-108%

30 - 47% Gobel et al.,
78 - 124% 2004
40-116%

50 - 80% Gros et al.,
88-111% 2006
95 - 106%

Gobel et al.
0 )
8% 2005h
- 0,

90-129% Renew&

37- 65% Huang, 2004
98 -109% 9
79 -109% Shietal.,

2009
64-127% .
Acido Xiao et al.,
piromidico 2008
<29%
Yang &
83 -86% Carlson,
2004

78-95% Yang et al.,
91-104% 2005

76-97%

92-100% Seguraetal.,

68% 2007
104%

72-110% 80- Botisti et al.,
103% 2007

Fonte: Adaptado de: LE-MINH et al., 2010.
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2.2.2 Recursos cromatograficos para andlise de residuos de farmacos

2.2.2.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A CLAE possui ampla aplicabilidade na consecu¢do de estudos qualitativos e
quantitativos de amostras provenientes de diversas matrizes ambientais, sobretudo na
quantificacdo de residuos de farmacos. Entretanto, deve-se ter aten¢do quanto aos produtos de
degradacéo, o qual tem sido relatado que quando formados em detrimento as tecnologias de
tratamento utilizadas, tem apresentado absorcdo no mesmo comprimento de onda do
composto original. Neste caso € de crucial importancia o acoplamento de recursos analiticos
avancados, como por exemplo, a espectrometria de massa (EM).

A cromatografia liquida é utilizada na analise de farmacos pelo fato de néo
necessitar volatilizar o composto, ndo correndo assim o risco de perder o analito e também
pelo fato de ndo necessitar o uso de solucdes derivatizantes, as quais geralmente séo
substancias de alta toxicidade (LOFFLER &TERNES, 2003).

Foi relatado que a determinacdo de residuos de antibidticos por CLAE com
deteccdo espectrofotométrica incluindo fluorescéncia e absorbancia ultravioleta apresentou
resultados satisfatorios (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, Hernandez et al., (2007) ao
realizar um levantamento mais detalhado, constatou 0 impressionante progresso no
desenvolvimento de método utilizando cromatografia liquida acoplado a espectrometria de
massa (CLAE-EM), em particular a cromatografia liquida-tandem (CLAE-EM/EM) para
determinar antibioticos em matrizes complexas tais como aguas residuais municipais.

Para andlises ambientais com o propdésito de triagem (screening), com limites de
deteccdo na faixa de concentracdo de pug L™, o detector de UV pode ser perfeitamente
utilizado ou ainda, quando a concentracdo 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 aplicacdo da HPLC e GC para determinacdo de poluentes organicos emergentes
baseados em suas propriedades fisico-quimicas de polaridade e volatilidade.

Fonte: Adaptado de GIGER, 20009.

A Figura 2.2.2 apresenta o diagrama de polaridade-volatilidade e de acordo com
as caracteristicas fisico-quimicas exibida pelos poluentes organicos o diagrama pode indicar
de forma geral qual a técnica de separacdo mais adequada para ser aplicada como sistema de
deteccdo do analito (GIGER, 2009).

O conhecimento das propriedades fisico-quimicas dos analitos é de extrema
importancia para evitar problemas na quantificacdo dos analitos alvo, que podem estar
relacionados com reacGes secundarias, com impurezas ou degradacdes na sua estrutura
durante a aplica¢do do método analitico (HERNANDEZ et al., 2007).

As fases estacionarias mais utilizadas na CLAE para separacdo de compostos
organicos sdo do tipo fase reversa (RP, reversed phase), com base de silica com grupos Cis.
Fases estacionarias com grupos Cg podem ser utilizadas para -bloqueadores e antibioticos
(tetraciclinas, penicilinas, sulfonamidas e macrolideos) (PETROVIC et a., 2005;
HERNANDEZ et al, 2007).

2.2.2.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrofotometria de massa
(CLAE-EM)

Nos ultimos anos, a aplicagdo da técnica de CLAE-EM tornou-se um importante
recurso analitico para determinacdo de residuos de farmacos em amostras ambientais, em
funcdo da combinagdo entre a aplicabilidade da cromatografia liquida aliada a grande

capacidade de deteccdo dos analisadores de massa. Desta forma, esta integracao viabilizou o
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desenvolvimento de métodos que possuem como caracteristicas maior seletividade,
sensibilidade e especificidade (COUTINHO et al., 2005; GALLI et al.,2006; BRONDI et al.,
2005).

Analise de residuos de farmacos em amostras ambientais como agua de rios e
4gua potéavel requer métodos sensiveis para a deteccéo de concentracdes na faixa de pug L™ e
ng LY Os produtos farmacéuticos e interferentes endécrinos que apresentam elevada
solubilidade e polaridade, recentemente foram quantificados nos paises mais desenvolvidos
como Alemanha, EUA, Canada, Holanda, Inglaterra, Espanha, Italia, Suécia, Japdo,
empregadando a técnica de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa CLAE-
EM. Neste caso, a utilizacdo do espectrdmetro de massas é feita basicamente através da
ionizacdo por eletrospray (ESI) ou ionizagdo quimica a pressdo atmosférica (APCI)
(CASTILHO & BARCELO 2001; KOLPIN et al., 2002; RODRIGUEZ-MOZAZ et al.,2004;
GLASSMEYER et al., 2005; CESPEDES et al., 2006).

Os analisadores de massas mais comumente utilizados para deteccdo dos analitos
sdo o triplo quadrupolo (QgQ) para 0 modo sequencial (massas em série), por tempo de voo
(TOF, time of flight) e o ion trap. O analisador tipo TOF foi empregado na determinacéo de
farmacos (analgésicos, antibioticos, B-bloqueadores e antiepiléticos) em amostras de aguas
superficiais, aguas subterraneas e efluentes por apresentar maior detectabilidade, faixa
dindmica linear e exatidao de massa (PETROVIC et al, 2005).

Triplo quadrupolos (QgQ) sdo muito utilizados para a quantificacdo sensivel e
seletiva de compostos conhecidos que mostram transicdes de massas especificas no modo
monitoramento multiplo de reacdes (MMR) (KOSJEK et al., 2007).

2.3 ATUBERCULOSE

A tuberculose (TB) humana é uma doenca infectocontagiosa, causada pelo
Mycobacterium tuberculosis. No passado a tuberculose foi responsavel por milhdes de morte
(MARQUES e CUNHA, 2003).

A introducdo da quimioterapia e medidas profilaticas reduziram drasticamente o

namero de mortes, e esta situacdo se manteve por algumas décadas até que a TB voltou a ser
considerada como a infeccdo por Unico 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 Saude Pablica no mundo,
sendo considerada uma doenca reemergente. A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima
que um terco da populacdo mundial esteja infectada pelo bacilo da tuberculose e que
anualmente ocorrem cerca de 9,2 milhdes de novos casos no mundo, levando cerca de 1,7
milhdes de pessoas ao 6bito (VENDRAMINI et al., 2005). A Figura 2.3.1 apresenta 0 mapa

de distribui¢do da TB no mundo.

2.3.1 Epidemiologia

No Brasil a incidéncia dessa doenga € 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 incluisse o Brasil, o Gnico das Américas, na lista das 22 nacdes que
concentram 80% dos casos de tuberculose registrados no mundo, ocupando a 192 posi¢do em
namero de casos em 2010. As maiores incidéncias estdo 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 Para (46,0 novos casos/100 mil habitantes) e Rio Grande do Sul (44,8 novos
casos/100 mil habitantes). A Regido Centro-Oeste € a que apresenta a menor taxa do pais
(SINAN/SVS/MS, 2011).

2.3.2 Agente etioldgico

O agente etioldgico da TB € o Mycobacterium tuberculosis (Figura 2.3.2), foi
descoberto em 1822 por Robert Koch, ficando conhecido por bacilo de Koch. O
Mycobacterium tuberculosis, € um parasita intracelular que possui propriedade alcool &cido
resistente, devido a grande quantidade de lipideos presentes em sua parede celular
(MARTINS et al., 2000).

Figura. 2.3.2. Bacilo Alcool Acido Resistente.
Fonte: Disponivel em: <http://www.fapeam.am.gov.br/noticia.php?not=5049>. Acesso em: 10 set
2011.

E capaz de sobreviver e multiplicar-se no interior de células fagocitérias,
principalmente do sistema pulmonar, e sua acao é regulada pelo sistema imune do hospedeiro,
e na maioria das vezes esta condicionado a um estado de dorméncia. Produzem enzimas
hidroliticas ou farmaco modificador como B-lactamase, aminoglicosideo-acetil transferase que
podem esclarecer a resisténcia natural de algumas cepas de Mycobacterium aos antibioticos
usados no tratamento (ROSSET] et al., 2002 ).


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

A transmissdo da TB envolve a interacdo entre os fatores: micobactéria,
hospedeiro, ambiente e tempo iniciando a partir da liberagdo de particulas infectantes de
pacientes com a doenca ativa. A tosse caracteriza sintomas de inflamag&o pulmonar crénica,
além de ser o principal mecanismo de disseminagdo do microrganismo para novos
hospedeiros. Esses bacilos expelidos pela tosse, espirro ou perdigotos sdo expulsos do pulmao
pelo o ar, podendo permanecer em suspensdo por algumas horas no meio ambiente. As
goticulas mais pesadas se depositam no ambiente, e as mais leves permanecem em suspensao
no ar ou entdo evaporam, quando inaladas podem atingir os bronquiolos e os alvéolos
pulmonares e assim iniciar a multiplicacdo. E uma doenca altamente contagiosa. Calcula-se
gue durante um ano uma pessoa infectada pode contaminar de 10 a 15 pessoas que tenha tido
contato direto (GAZETTA et al., 2008).

2.4 FARMACOS DE ESCOLHA PARA O TRATAMENTO DA TUBERCULOSE

A arma mais eficiente e poderosa contra a TB ainda é a quimioterapia que € capaz
de curar a quase totalidade dos casos (BISAGLIA et al., 2003; BARROSO et al., 2004).
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Figura 2.4.1. Sitio de a¢do dos principais farmacos utilizados no tratamento da tuberculose.
Fonte: Adaptado de: TOIT et al., (2006).

A Figura 2.4.1 correlaciona os farmacos pertencentes ao esquema terapéutico de

tratamento da TB com os seus sitios de a¢do no agente patogénico.
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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 IIl, para casos de faléncia ao E-I e
acrescenta etambutol (EMB=E), estreptomicina (SM=S) ou etionamida (ETH=Et). Para
situacOes de tuberuclose multi resistente, sdo indicados esquemas especiais com drogas de
segunda linha (alternativas), sob os cuidados de um sistema de Vigilancia Epidemioldgica da
TB-MR, pois a transmissdo de isolados de M. tuberculosis resistentes pode ter sérias

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

2.4.1 Isoniazida (INH)

N

Figura 2.4.2. Estrutura molecular da Isoniazida (INH)

A isoniazida (hidrazida do acido isonicotinico, metabdlito ativo), possui um grupo
funcional amida o qual normalmente se comporta como acido muito fraco, o tipo de
substituinte ligado ao nitrogénio da funcdo amida pode influenciar no grau de acidez dos
hidrogénios ligados a este grupo (Figura 2.4.2).

A isoniazida continua sendo considerada o principal farmaco de escolha para a
quimioterapia da tuberculose. Todos os pacientes com doenca causada por cepas do bacilo da
tuberculose sensiveis a isoniazida devem receber o farmaco se forem capazes de tolera-lo
(MS, 2011).
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Na Tabela 2.4.1 estdo descritas as informacBes do farmaco investigado e as
propriedades fisico-quimica mais relevantes, que influenciam diretamente a a¢do bioldgica nos
seres humanos e consequientemente o seu comportamento no meio ambiente. A Figura 2.4.3
apresenta o espectro de massa do composto puro.

Tabela 2.4.1. Propriedades fisico-quimicas da isoniazida

Farmaco pKa Formula Solubilidade Coeficientes de
Nomenclatura N° CAS Molecular a 25°C Partig&o 6leo/agua Toxicidade
IUPAC Peso Molecular pKaa?20°C
.. DLs, 100
Isoniazida 20835 CHNAO 1.4 E+005 ma/kg
(piridina-4- (BH) 137,14 g/mol mg L™ 1.82 (oral em
carbohidrazida) 54-85-3 149 9

humanos)

Fonte: Disponivel em: <http://www.drugbank.ca/drugs/DB00339> Acesso em: 20 ago 2011
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Figura 2.4.3. Espectro de massa da isoniazida (composto puro)

Fonte: Disponivelem:<http://www.drugbank.ca/system/mass_specs/DB00951.qif?1265922773>
Acesso em: 20 ago 2011.

2.4.1.1 Resisténcia bacteriana

Os mecanismos de resisténcia a isoniazida estdo associadas as mutacgoes
enzimaticas proximas ao sitio ativo da molécula, resultantes da substituicdo de um Unico
aminoacido, como por exemplo, serina por alanina na posicao 94 [Ser94Ala] (DESSEN et al.,
1995; QUEMARD et al., 1995; BALDOCK et al., 1996; ROZWARSKI, et al., 1998) sdo
considerados suficientes para o desenvolvimento da resisténcia a INH. Adicionalmente,

mutacdes resultantes da substituicdo dos residuos Ser94, ja mencionados, 1le194, lle21, 11e95


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 resisténcia a INH (BANERJEE et al., 1998; MORLOCK et al.,
2003; KRUH et al., 2007; DIAS et al., 2007).

2.4.1.2 Mecanismo de acéo

A isoniazida possui uma estrutura quimica simples, porém o seu mecanismo de
acdo contra o M. tuberculosis é extremamente complexo. E necessario a utilizacdo de
ferramentas genéticas para o estudo completo dos possiveis mecanismos de acdo da isoniazida
(VILCHEZE & JACOBS, 2007). Muitos estudos bioquimicos e genéticos tém confirmado o
alvo principal da isoniazida como sendo a proteina codificada pelo gene inha (BANERJEE et
al., 1994; QUEMARD et al.,, 1995; VILCHEZE et al., 2000; LARSEN et al., 2002;
KREMER et al., 2003).
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Figura 2.4.4. Mecanismo de acdo da INH. A INH (1) sofre ativagdo pela enzima KatG para formar o
aduto INH-NAD. O aduto inibe a InhA e, assim, a biossintese dos acidos graxos (FAS Il), que sdo 0s
responsaveis em sintetizar os acidos micolicos (representagdo de trés classes de acidos micolicos: a-
micolatos, metoxi-micolatos e ceto-micolatos), é interrompida levando a morte celular. (VILCHEZE
& JACOBS, 2007). Fonte: Andrade et al., 2008.

A isoniazida € considerada um pro-farmaco (bioprecursor), que € ativado in vivo
pela enzima KatG, uma catalase-peroxidase micobacteriana (ZHANG et al., 1992;
ROZWASKI et al.,1999), para gerar a forma ativa (anion ou radical), que se liga
covalentemente ao 4&tomo de carbono na posicdo 4 do anel nicotinamida do cofator (NAD,

nicotinamida adenina dinucleotideo), dando origem a um aduto no sitio ativo da enzima InhA,
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inativando-a (Figura 2.4.4). Como conseqliéncia, ocorre a interrup¢do da biossintese dos
acidos micdlicos, considerados 0s principais constituintes da parede celular do M.
tuberculosis (ROZWASKI et al., 1998).

2.4.1.3 Absorcdo, distribuicéo e excregdo

A isoniazida é rapidamente absorvida quando administrada por via oral ou
parenteral. As concentraces plasmaticas méximas, que sdo de 3 a 5 pg mL™ sdo lancadas
dentro de 1 a 2 h ap0s a ingestao oral de doses habituais (GOODMAN & GILMAN, 2006).

Nos seres humanos, os principais produtos de excre¢do resultam de acetilacdo
enzimatica (acetilisoniazida o primeiro metabolito formado pela isoniazida, sofre hidrdlise
enzimatica para formar &cido isonicotinico e acetilidrazina) e hidrolise enzimatica (acido
isonicotinico). Além disso, podem-se detectar na urina pequenas quantidades de um
conjugado de acido isonicotinico (provavelmente isonicotil glicina), uma ou mais isonicotil

hidrazonas e diminutas quantidades de N-metilisoniazida.

2.4.1.4 Métodos de analise da isoniazida (INH)

As boas préticas farmacéuticas recomendam que antes de utilizar um metodo
analitico para andlise de farmacos, € necessario valida-lo para garantir que o0 método atenda as
especificacbes desejadas (BRITTAIN, 1998; ERMER, 2001). O International Conference on
Harmonisation (ICH, 2005), UNITED STATES PHARMACOPEIA 33 (USP 33, 2010), e a
Resolucdo N° 899 (BRASIL, 2003) apresentam todos os parametros analiticos que devem ser
avaliados para a validacdo de um método analitico, sendo que o tipo do método e seu
respectivo uso determinam quais os parametros que devem ser avaliados, devendo ser
selecionado o parametro de maior relevancia no que diz respeito a comprovar efetivamente a
validagéo de cada metodologia.

Os métodos de analises para quantificacdo do teor do principio ativo de INH em
formulacdes farmacéuticas estdo previstos nos principais compéndios oficiais de anélises, e,
portanto podem ser utilizados seguramente, pois sdo considerados métodos validados de
acordo com os principios postulados pela RE N° 899 (BRASIL, 2003). Existem também na
literatura outros metodos para quantificagdo da INH como, por exemplo, em fluidos
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bioldgicos que sdo extremamente (teis para avaliar o pico da concentracdo sérica do farmaco
no organismo em ensaios de biodisponibilidade relativa.

A UNITED STATES PHARMACOPEIA 33 (USP 33, 2010) encontra-se
descrito o método para determinacdo da isoniazida em formulacdo farmacéutica e na analise
da matéria-prima utilizando a cromatografia liquida, empregando como fase mével o tampéao
fosfato de potédssio monobésico de 0,1 M a pH 6,9. A essa mesma solucgdo, foi adicionada a
trietanolamina. A fase movel é preparada com solucdo tampdo e metanol na proporgédo
respectivamente de (95:5). As condi¢bes cromatograficas para analise de farmacos sdo as
sequintes: Detector UV 254 nm; Coluna: 3,9-mm X 30 cm contendo L1, fluxo de
1,5 mL min™ e com volume de injec&o de 20 L.

Bhutani et al., (2007) desenvolveram e validaram uma metodologia de andlise
para pesquisar e elucidar os compostos intermediarios da isoniazida obtido apos testes de
estresse quimico e fisico. Os parametros cromatograficos bem como a especificacdo da coluna
e composicdo da fase movel, estdo descritas a seguir: Coluna de fase reversa Cig (250 mm X
4,6 mm, 5 um); fase movel contendo uma mistura de agua:acetonitrila (96:4 v/v) no modo de
eluicdo isocratico, vazdo da bomba é de 0,5 mL min™, e detetor UV no comprimento de onda
de 254 nm. Para tanto, o método provou ser simples, exato, preciso, especifico, seletivo e
facilmente transferivel para CLAE-EM.

Unsalan et al., (2005) avaliaram a concentragdo no plasma sanguineo dos
pacientes sob terapia medicamentosa com 0s agentes tuberculostaticos, incluindo a isoniazida,
pirazinamida e a rifampicina. As analises das amostras foram processadas por cromatografia
liquida de alta performace (CLAE), usando uma coluna de fase reversa Cig acoplada a uma
pré-coluna C,g de 4 um, com um gradiente de solvente na proporcdo de 3% a 40% (v/v)
acetronitrila e tampdo fosfato na vazdo de 0,8 mL min™. Foi utilizado um detetor de foto-
diodo. O método € reprodutivel e acurado com baixos limites de quantificacdo sendo possivel
encontrar 0,6 mg L™ para a isoniazida, 1,5 mg L™ para a pirazinamida e 0,7 mg L™ para a
rifampicina.

Smith et al., (1999), desenvolveram uma metodologia de andlise considerada
rpida, simples e sensivel para aplicagio em amostras geradas em estudos de
biodisponiblidade de farmacos incluindo a rifampicina, isoniazida e pirazinamida. As
amostras eram extraidas sob os procedimentos da SPE usando um cartucho Cig, € ap0s a
eluicdo as amostras eram injetadas diretamente no sistema cromatografico sob os seguintes

pardmetros: composi¢do da fase movel 3% de acetonitrila e 0,06% de &cido trifluoroacético
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(TFA). Coluna de fase reversa Cg Spheriosorb, (150 mm x 4,6 mm, 5 um), acoplado a uma

pré coluna Cg. A vazdo foi de 1,5 mL min™ e detetor de 254 nm.

2.5 ETAPAS DE PRODUCAO DA ISONIAZIDA

2.5.1 Memorial descritivo do processo produtivo

Os comprimidos sdo preparacGes farmacéuticas de consisténcia solida, forma
variada, geralmente cilindrica ou lenticular, obtidas agregando, por meio de pressdo, varias
substancias medicamentosas secas e podendo ou ndo encontrar-se envolvidos por
revestimentos especiais, assumindo, nesse caso, a designacdo de comprimidos revestidos
(PRISTA et al., 2002). Os comprimidos sdo responsaveis por mais de 80% das diversas
formas farmacéuticas atualmente administradas ao homem (PRISTA et al., 2002 &
JIVRAJ et al., 2000).

Conforme previsto na literatura especializada, os comprimidos podem ser
fabricados de trés formas: a partir da granulacdo por via imida; granulacdo por via seca, ou
também denominada de dupla compressao e a técnica da compressdo direta (ANSEL et al.,
2007; PRISTA et al., 2002; REMINGTON, 2000; LACHMAN et al., 2001).

A tecnologia de fabricacdo do comprimido da isoniazida denomina-se granulacao
por via Umida, o qual sob o ponto de vista ambiental pode ser considerada de maior impacto
ambiental, quando comparada com os demais tecnologias de fabricacdo de comprimidos,
tendo em vista um maior nimero de processos unitarios envolvidos na fabricacdo, além de
gue nesta etapa ocorre a adicdo de agua, o que de certa forma contribui com o aumento do
volume de efluentes potencialmente poluidores com destaque para a presenca de residuos de

compostos farmacéuticos farmacologicamene ativos.

2.5.1.1 Granulag&o por via tmida

A granulag&o por via imida envolve quatro processos unitarios: o umedecimento
dos pos; granulacdo da massa Umida; secagem do granulado obtido e a posterior calibragéo do
granulado seco em grédos de tamanho uniforme com uma adequada umidade. As Figuras 2.5.1
e 2.5.2 apresentam as etapas de formacdo de grdos, e o esquema geral de granulacdo

respectivamente.
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Figura 2.5.1 Formagdo do granulo por via imida. Fonte: Adaptado de BERNARDES, 2006.

Q:'GREGAQAO | DESAGREGAGAO

®e ; ® g
@ <+ & > P &
e @ SRR, | e @
MISTURA %
GRANULADO DE MASSA 7. GRANULADO
POS AGLOMERADA

[ REDUCAO ]

AGENTE MOLHANTE
METODOLOGIA

Meio Liquido Via Umida
Presséao Via Seca

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

Segundo Martinello & Consiglieri (2005), a técnica de granulagdo por via Umida
apresenta alguns aspectos negativos, que inclui a impossiblidade de fabricacdo de
comprimidos contendo substancias termolabeis ou facilmente hidrolisaveis e a suscetibilidade
a contaminagoes.
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Adicionalmente a estes aspectos cabe ainda ressaltar o elevado custo de producao
pela necessidade de utilizacdo de varios equipamentos, aumentando o consumo de agua tanto
no processo como também para efetuar a limpeza, como pode ser constatado nas Figuras 2.5.3
(@); (b); (c); (d); (e); (); (g) e (h), gerando grandes quantidades de efluentes contendo altos

teores de residuos de compostos farmacéuticos, especialmente a isoniazida.




63

Figura 2.5.3. Levantamento fotografico dos equipamentos envolvidos no processo de granulagdo por
via Umida para producdo em escala industrial da isoniazida, destacando a presenga de grande
quantidade de residuos de farmacos aderidos na superficie. (a) Camara de granulacdo e mistura (High
Shear); (b) Vista da camara de granulacdo e mistura; (c) Funil alimentador do moinho granulador;
(d) Vista do funil alimentador; (e) Perfil do moinho granulador; (f) Compressora rotativa;
(9) Plataforma de coleta da compressora rotativa; (h) Bandeja para coleta de comprimidos.

2.5.2 Insumos farmacotécnicos utilizados na producéo da isoniazida

Os excipientes ou também denominados de adjuvantes ao processo produtivo sdo
utilizados na preparacdo de comprimidos e divide-se em: diluentes, absorventes, aglutinantes,
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desagregantes, lubrificanttes, agentes molhantes, corantes, tampdes, aromatizantes e
edulcorantes (PRISTA et al., 2002).

No que se refere a producdo em escala industrial da isoniazida, os insumos
farmacotécnicos utilizados incluem a celulose microcristalina; amido de milho; estearato de
magnésio, gelatina branca grau farmacéutico, talco R2BL, e o principio ativo do farmaco,
nesse caso a isoniazida, os quais serdo apresentados a seguir dando énfase especial a fungédo

de cada insumo no processo produtivo.

2.5.2.1 Celulose microcristalina (CMC)

A celulose microcristalina é amplamente utilizada na industria farmacéutica como
material retentor de agua, estabilizante de suspensdes, controlador caracteristico de fluxo em
sistemas utilizados para produtos finais, e como um agente aderente utilizado em formulacgéo
de comprimidos (PEREIRA et al., 2009).

Tabela 2.5.1. Propriedades fisico-quimicas da CMC

Formula molecular Temp Solubilidade
Numero CAS Ignicao em aogua Dens. Valor de pH

e Estrutural (20 °C)
(CeH1005)n

OH 50-75

3
9004-34-6 0 Ho OH 440 °C Insolavel 1,5 g/em (100 g/L,
HO 0 40 (20°C)  H,0,20°C)
OH (pasta)
OH n

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

2.5.2.2 Amido de milho

O Amido resulta de uma modificacao fisica ou quimica do amido de milho, sendo
este parcialmente pré-gelificado. Possui diversas fungdes dentre as quais podemos destacar a
compressibilidade, desintegracdo, agregacdo e lubrificagdo. Suas caracteristicas principais
sdo: inércia quimica e baixa viscosidade, oferecendo maior estabilidade frente a 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

Tabela 2.5.2. Propriedades fisico-quimicas do amido de milho
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NUmero Formula molecular Ponto de Solubilidade Densidade
CAS e Estrutural fuséo em agua
(C6H1005)n
CHOH CHOH
decompde-se 50gL* 550 a 700 kg/m®
9005-25-8 0 .
9 a200°C (90 °C) 1,5 g/cm
CH,0H CHOH cH,
n

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

2.5.2.3 Estearato de magnésio

Este insumo farmacéutico exerce uma funcdo extremamente importante em

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

puncdes e a matriz, facilitanto a ejecdo dos comprimidos e reduzindo o desgaste dos puncgdes
das maquinas (SHETH et al., 1980; PRISTA et al., 2002; LACHMAN et al., 2001).

Tabela 2.5.3. Propriedades fisico-quimicas do estearato de magnésio

i Formula molecular Massa  Ponto de
Nome IUPAC  Numero CAS fusdo
e Estrutural molar
CssH7oMgO4
i
Magnesium e e 591.27
557-04-0 e 88 °C
octadecanoate Ma™  g/mol

U.—-"H.Uaﬂufh.fh.ufh_ufh_ufaufh_r o
Q

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

2.5.2.4 Talco R2BL

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

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

espalha-se facilmente e adere a 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 pé cristalino branco, soldvel em &gua 125 mg mL™ (25°C),
ligeiramente soltvel em etanol e praticamente insolivel em éter e benzeno. Suas solu¢Ges em
agua na proporcao 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 principio ativo
é adicionado na formulacdo, sendo este responsavel por desencadear os efeitos terapéuticos

sobre 0 agente patogénico.

2.5.3 Efluentes gerados ap06s as etapas de producéo

A producdo farmacéutica pode incluir quatro diferentes tipos de processos de
fabricacdo - fermentacdo, sintese quimica, extracdo, e formulacdo. As caracteristicas e
guantidades das aguas residuais geradas depende do processo de fabricacdo. Os efluentes
produzidos nas etapas de lavagem dos equipamentos é potencialmente mais poluidor do que
os residuos gerados nas operacdes unitarias (AKMEHMET-BALCIOGLU & OTKER, 2003).

A Figura 2.5.5 apresenta o registro fotografico da seqliéncia dos procedimentos
realizados para limpeza da camara de granulacdo e mistura (High Shear), utilizado na etapa de
granulacdo durante a producgédo da isoniazida. Conforme pode ser observado, nota-se uma
turbidez acentuada nos efluentes gerados, face a grande quantidadede de residuos ainda
presentes na superficie dos equipamentos e que foram parcialmente solubilizados e
transferidos para os efluentes. As andlises de caracterizacdo com referéncia aos principais
indicadores de contaminacdo ambiental ndo foram contempladas nesse trabalho. Entretanto, é
interessante ressaltar que de acordo com Alaton et al., (2004) os quais relataram que 0s
efluentes farmacéuticos provenientes das etapas de processo de formulacGes de antibioticos
possufam DBO com valores menores que 20 mg L™, mas a DQO apresentara valores na faixa
de 800-1500 mg L™, sugerindo que os antibi6ticos podem ser considerados praticamente ndo
biodegradaveis.

Outro aspecto digno de nota, diz respeito a possibilidade desses efluentes
causarem resisténcia aos microsganismos presentes na etapa bioldgica das estacbes de
tratamento de efluentes das industrias farmacéuticas, configurando um grave problema

ambiental.
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AGUA

DESTILADA ENXAGUE

Figura 2.5.4. Registro fotografico da limpeza da camara de granulacdo e mistura (High Shear). (a)
inicio da limpeza; (b) efluente coletado em bombonas; (c) comparacdo entre dgua destilada e os
efluentes gerados ap6s 012 enxagiie e 22 enxague; (d) excesso do residuo acumulado no fundo
do becher.

2.6 PROTOCOLOS DE ESTUDO DE ESTRESSE QUIMICO DE FARMACOS PARA
INVESTIGACAO DOS COMPOSTOS INTERMEDIARIOS

A estabilidade dos produtos farmacéuticos depende de fatores ambientais como
temperatura, umidade, luz e de outros fatores relacionados ao proprio produto como
propriedades fisicas e quimicas das substancias ativas e excipientes farmacéuticos, forma
farmacéutica e sua composicéo, processo de fabricacdo, tipo e propriedades dos materiais de
embalagens (BRASIL, 2005).

A Resolucdo N° 01 “Guia para Estudo de Estabilidade” (BRASIL, 2005), trouxe
uma relevante contribuicdo para consecucdo de ensaios onde se deseja forcar a degradacdo de
compostos farmacéuticos, com o intuito de investigar e elucidar a formacéo dos produtos de
degradacdo. A resolucdo foi elaborada com o propésito de estudar a estabilidade de
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formulacGes farmacéuticas, o qual para se estabelecer prazos de validade, necessita submeter
as amostras a condicdes de estresse, para mapear a formacédo de produtos de degradacéo.

Com respeito a identificacdo dos compostos intermediarios formados nas
amostras resultantes do processo de oxidativos avancados, as metodologias descritas por esta
resolucdo podem ser amplamente utilizadas.

Buthani et al., (2007) com o intuito de investigar o potencial de degradacdo da
molécula da isoniazida, submeteu o farmaco a condic¢des de fotolise, hidrélise acida e alcalina
e também a temperatura. Esses ensaios encontram-se totalmente compativeis com as
metodologias descritas pela Resolugdo N° 01 (BRASIL, 2005).

Segundo Klick et al., (2005) a natureza do teste de estresse utilizado para o
farmaco depende de suas caracteristicas intrinsecas e da forma farmacéutica a ser
desenvolvida. Para consecucdo dos ensaios, sdo utilizadas condi¢des mais severas do que as
condicbes do estudo de estabilidade acelerada, como estratégia para a fase de
desenvolvimento da forma farmacéutica (ICH, 2003).

2.6.1 As diferentes abordagens dos testes de estresse quimico de farmacos

Sabe-se que os fatores intrinsecos dos farmacos, como por exemplo a estrutura
molecular e 0s seus substituintes determinam a sua maior ou menor reatividade. Entretanto,
existem outros fatores que podem afetar a estabilidade de um farmaco (ALLEN, 2002, 2010).

O estudo de degradacdo forcada inclui os efeitos causados pela variagdo da
temperatura, solvente, umidade quando necessario, oxidacdo, fotdlise e suscetibilidade a
hidrolise por extensa variacdo dos valores de pH, condi¢cBes mais comum da degradacdo de
farmacos.

A despeito do pH pode ser considerado uma das variaveis mais importantes no
que se refere a estabilidade de um farmaco (ALLEN, 2002, 2010).

Um grande numero de pesquisas vem sendo realizadas para a obtencdo de
compostos intermediarios de muitos farmacos utilizados na pratica médica, utilizando
diferentes métodos de obtencéo e identificacdo (KAPOOR et al., 2006; KUMAR et al., 2008;
BEDSE et al., 2009). A seguir serdo apresentados alguns protocolos que podem ser utilizados
na consecucdo de ensaios, onde se deseja realizar a degradacdo forcada de farmacos, para

posterior identificacdo de intermediarios.
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2.6.1.1 Hidrolise

A possibilidade de reduzir o efeito da hidrolise nos farmacos pode ser explicada
pela constante dielétrica. O efeito da constante dielétrica do solvente sobre a estabilidade do
farmaco, no qual a reagdo de decomposicdo envolve a reacdo de um ion e um farmaco
carregado (por exemplo, a catalise especifica &cida ou basica) pode ser expressa pela
Equacéo 1:

logk =log k; = -Kzazgle (Equacéo 1)

Onde:

Za € Zg representam a carga do ion e do farmaco;

K = constante para um dado sistema a uma temperatura fixada;

K¢ = @@ ¢ a constante de velocidade num solvente de constante dielétrica infinita,
obtida pela extrapolacdo do gréfico de log k em fungéo de 1/¢, onde € é a constante dielétrica
(FLORENCE & ATTWOOD, 2006).

A realizagdo do estudo de estresse em condicdo de hidrdlise &acida, utiliza-se
principalmente o &cido cloridrico e para a hidrolise béasica utiliza-se hidroxido de sodio, sendo
que, muitas variacdes sdo observadas no tempo e na temperatura de exposi¢cdo de farmacos
para essa condicdo (Figura 2.6.1). A configuragdo experimental adotada deve reproduzir
fielmente as condicbes do ensaio realizado com o intuito de fotodegradar o farmaco. Para a
hidrolise realizada em pH neutro, onde geralmente se utiliza &gua como agente de hidrolise a
taxa de decomposicdo € lenta, o que é compreensivel, porque reacdes em pH neutro sdo nao-
cataliticas e por isso podem ser necessarios periodos mais longos sob condicGes de
temperatura extremas, para conseguir quantidades suficientes de produtos de degradacdo. No
inicio do ensaio sdo utilizadas condi¢cdes mais amenas, assumindo que o farmaco seja instavel.
Dependendo dos resultados obtidos, aumenta ou diminui a concentracdo, adicionalmente as
condicdes de reacdo empregadas (SINGH & BAKSHI, 2000).
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Figura 2.6.1. Fluxograma do estudo de estresse: Hidrélise sob condi¢Bes acidas e basicas.
Fonte: Singh & Bakshi, 2000.

2.6.1.2 Oxidagéo

70

A degradacdo oxidativa € um dos principais problemas de estabilidade das

formulagbes de farmacos, dentre os mais conhecidos e estudados tém-se os esteroides,

antibidticos, vitaminas, oleos e gorduras. A oxidagédo (Figura 2.6.2) envolve a retirada de um

atomo eletropositivo, radical ou elétron, ou a adicdo de um &tomo eletronegativo ou radic

Muitas oxidagdes sdo reacGes em cadeia, que se desenvolvem lentamente sob a influéncia

al.
do

oxigénio molecular. Tal processo de reacéo e referido como uma auto-oxidacdo (FLORENCE

e ATTWOOD, 2003).
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Figura 2.6.2. Fluxograma do estudo de estresse: Oxidacao.
Fonte: Singh & Bakshi, 2000.

2.6.1.3 Fotodlise

Segundo Moriwaki et al., (2001) a maioria dos principios ativos empregados na
formulacdo de medicamentos apresenta maximos de absorcédo na regido do ultravioleta do
espectro eletromagnético. A radiagdo ultravioleta € muito energética e pode propiciar a
clivagem de muitas ligacGes quimicas, ocorrendo a degradacdo da molécula. Desta forma, é

importante conhecer a fotoestabilidade das drogas utilizadas e os produtos formados.
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Figura 2.6.3. Fluxograma do estudo de estresse: Fotolise.
Fonte: Singh & Bakshi, 2000.

O estudo de fotoestabilidade é atualmente uma importante ferramenta para a
avaliacdo da estabilidade de farmacos. Existe muita variacdo da maneira na qual a
fotoestabilidade é realizada. Os farmacos podem sofrer exposicdo a comprimentos de onda
curtas ou longas dentro da faixa do UV, ou luz fluorescente sob temperatura ambiente (Figura
2.6.3). O periodo de exposicdo pode variar passando de algumas horas a varios meses
(SINGH & BAKSHI, 2000).

2.6.1.4 Estabilidade térmica

A temperatura assim como o pH, é uma das varidveis mais importantes em se
tratando de estabilidade do farmaco. A temperatura altera a estabilidade, aumentado a taxa da
velocidade das reagfes cerca de duas a trés 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 Equacgéo 2.

K (t) = Aexp ERT (Equacéo 2)
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Onde:

k = constante da velocidade da reacéo;

A = fator pré-exponencial ou fator de frequéncia;

Ea = energia de ativacao aparente;

R= constante universal dos gases perfeito (1, 987 cal - K* - mol™);

T = temperatura absoluta

Derivando a Equacdo acima tem-se:

a% _ A exp ERT f(o) (Equacdo 3)

dt

Através das relacdes implicitas presente na equacdo acima, pode-se inferir que a
elevagédo da temperatura no meio reacional, resulta num aumento da velocidade de reagéo ou
da velocidade de degradacdo do farmaco. A energia de ativacdo, qua oscila entre 10 a
30 kcal.mol™ para maioria das moléculas, é uma medida da sensibilidade a velocidade de
degradacédo, em decorréncia das alteracdes da temperatura. A representacdo de Arrhenius (In k
vs 1/T ) permite predizer a estabilidade de uma gama diversificada de farmacos, ja que
possibilita extrapolar a velocidade de reacdo a uma dada temperatura (WATERMAN E
ADAMI, 2005; YOSHIOTA E STELLA, 2002).

2.7 COMPOSTOS INTERMEDIARIOS
2.7.1 Os compostos intermediarios da isoniazida e 0s ensaios in vitro

As diversas impurezas que podem ser encontradas nas matérias-primas de
farmacos podem receber a denominacdo de organicas, inorganicas e solventes residuais. Em
relacdo as impurezas organicas, estas podem ser em fungdo das etapas de sintese ou entdo do
préprio armazenamento da matéria-prima. Quanto as impurezas inorganicas, normalmente sao
em decorréncia do processo de sintese e incluem os metais, sais inorganicos e 0s
catalisadores. Os solventes sdo liquidos organicos e inorganicos, que exercem a funcdo de
veiculos da solugdo e sdo utilizados nas etapas de sintese do composto (ICH, 2006a).

Para efeito de estudo, podem ser consideradas duas classes: impurezas e

compostos intermediarios. As impurezas sao grupo de substancias presentes na matéria-prima
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do produto farmacéutico, como co-produtos ou intermediérios de sintese. Os compostos
intermediérios constituem uma importante classe de subprodutos presentes nos farmacos, que
sdo resultantes da reacdo do farmaco com os excipientes farmacotécnicos de producéo, ou
agentes fisicos e quimicos. A luz da legislacdo vigente, as impurezas presentes na matéria-
prima do farmaco ndo necessitam ser monitoradas no produto farmacéutico final, a ndo ser
que possua 0 comportamento de produto de degradacdo i.e composto intermediario (ICH,
2006b).

Segundo Rao et al., (1971) determinaram a estabilidade da molécula da
isoniazida livre em solucdo de xarope de groselha utilizando varios agucares. O mecanismo de
degradacdo in vitro da isoniazida caracteriza-se por hidrolise, com a formacéo de hidrazonas,
seguida de reacdo de condensacao.

Gallo & Radaelli (1976) & Singh et al., (2001) descreveram a ordem de
vulnerabilidade a degradacdo da molécula do farmaco para as associacGes de produtos
farmacéuticos de primeira linha, utilizado no tratamento da tuberculose o qual apresentou a
seguinte ordem: rifampicina >isoniazida >pirazinamida.

Devani, Shishoo & Patel (1985) estudaram a interacdo entre a isoniazida e
acucares redutores representados pela lactose, galactose e maltose e observaram a formacao
de lactose isonicotina hidrazona, sendo este considerado produto de degradacdo 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 paises de clima quente. De todos 0s
acucares pesquisados a galactose foi que apresentou o maior efeito catalitico sobre a
isoniazida.

Matsui et al., (1983) pesquisaram as propriedades mutagénicas e cancerigenas da
hidrazona (um dos possiveis intermediarios da isoniazida), e alertam sobre os perigos da
formacdo desta substancia em matérias-primas e formas farmacéuticas como comprimidos.
Ainda de acordo com esses autores, andlises 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 absor¢do da umidade na auséncia e na presenca
de luz em especialidades farmacéuticas contendo principios ativos da classe dos
tuberculostaticos. Maior teor de umidade foi observado para as formulagdes contendo
isoniazida/etambutol, quando comparada com formulagdes contendo apenas etambutol.

Lewin & Hirsch (1955) avaliaram os efeitos do calor e agentes quelantes sobre a

estabilidade da isoniazida, em solucdo, sob diferentes valores de pH. Foi detectado que em
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solugdo tampao pH 8,8 e pH 6,5 a isoniazida sofre decomposicdo de 90 e 80%
respectivamente, enquanto que em pH 4,8 a decomposi¢do € cerca de 10%. Em relacdo a
adicdo de EDTA a solucédo pH 6,7 manteve a estabilidade do farmaco. Na presenca de calor,

os cations —Cu**e Mn*— favorecem a degradacao da isoniazida.
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Figura 2.7.1. Compostos intermediarios da isoniazida.
Fonte: Bhutani et al.,2007.

Bhutani et al., (2007) submeteram a isoniazida a diferentes condi¢fes reacionais,
incluindo a hidrdlise, oxidacdo, fotolise e estresse térmico. A exposicao do farmaco no estado
so6lido a 50 °C por 60 dias e 60 °C por 15 dias ndo resultou em decomposicédo significativa.
Em HCI 0,1 mol L™ a 80 °C, foi observado degradacéo gradual com formagdo de &cido
isonicotinico. Comportamento similar foi constatado em meio com HCI 1 mol L™, sendo
observado neste caso mais de 50 % de degradacdo em 4 dias. A velocidade da hidrélise em
meio acido foi superior a observada em agua ou em meio alcalino. O aquecimento do farmaco
em agua gerou, alem do acido isonicotinico, quantidade reduzida de isonicotinamida. A
exposicao da isoniazida ao peroxido de hidrogénio a 3 ou 30 % resultou na formacdo de
acido isonicotinico e isonicotinamida. A exposicao a luz das solu¢Bes em &cido, agua ou base
ndo resultou em degradacdo diferente do observado no escuro. Em contra partida, quando o
farmaco sélido foi exposto a luz, tornou-se inicialmente amarelo e, apds exposicao prolongada,

marrom. O cromatograma resgistrou um pico sendo entdo caracterizado como sendo o do
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acido isonicotinico N’-(piridil-4-carbonil)-hidrazida, ndo observado nos outros experimentos.
Seis compostos intermediarios foram identificados conforme indicados na Figura 2.7.1.

2.7.2 Toxicidade dos compostos intermediarios da isoniazida

Tsarichenko et al.,(1977) pesquisaram a toxicidade do &cido isonicotinico em
comundongos através da aplicacdo topica, e foi observado uma leve hiperemia e irritacdo no
local. A inalacdo desta substancia por ratos estimulou o sistema nervoso central e aumentou a
velocidade de respiracdo bem como causou alteragfes histologicas no figado, além de ser
cumulativo e apresentar propriedades alergénicas. Os autores estabeleceram ainda o limite de

1 mg/m?® para a presenca do acido isonicotinico no ar.
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Figura 2.7.2. Mecanismo de ativag&o da isoniazida via agentes acetilantes
Fonte: SARMA et al., 1986

Sarma et al.,(1986) avaliaram o efeito hepatotdxico da hidrazina, e concluiram
que a administracdo diaria da rifampicina associada a isoniazida resulta na formacdo do acido
isonicotinico e hidrazina, em funcdo do mecanimo de acdo desencadeado via acetiladores
lentos e répidos da isoniazida Figura 2.7.2. A formacdo de hidrazina foi mais expressiva em
acetiladores lentos, grupo cuja freqtiéncia de ocorréncia de hepatite é considerada maior. Esse
efeito esta associado a indugdo da enzima hidrolase sobre a isoniazida causada pela
rifampicina.

Sax & Dang (apud TIMPERIO et al., 2005) reportaram que a hidrazina causa um
namero diversificado de efeitos toxicos incluindo neuropatia periférica, efeitos hepatotdxicos,

hiperglicemia e cancer. A isoniazida mostrou produzir tumor de pulmdo em camundongos
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(DELANEY & TIMBRELL, 1995) e de induzir aberragcbes cromossomicas e trocas de
cromatides irmas em cultura de células de roedores (MacRAE et al., 1979).

Donald et al., (1994) examinaram criancas que receberam doses de isoniazida
para tratamento da meningite tuberculosa, e foi constatado concentracBes significativas de
hidrazina decorrentes do metabolismo do farmaco. Entretanto, nenhuma correlagdo clinica
pode ser estabelecida entre a producdo de hidrazina e indicadores clinicos ou bioquimicos de
disfuncdo hepatica. Para que a hidrazina alcance o seu potencial toxico, sdo necessarios
fatores adicionais como danos hepaticos pré-existentes em decorréncia de hepatite viral ou
outra patologia hepatica existente.

Sarich et al., (1996) ressaltam que embora os metabolitos da isoniazida como a
acetilidrazina e hidrazina sejam normalmente indicados como o0s responsaveis pela
hepatotoxicidade do farmaco, ndo foi observada nenhuma relacdo entre a concentracdo da
acetilidrazina ou da isoniazida com a presenca de efeitos hepatotoxicos. Em contra partida, a
hidrazina parece estar associada no mecanismo patogénico da necrose hepatica.

Sanfeliu et al., (1999) estudaram o grau de toxicidade da isoniazida e concluiram
que apesar da isoniazida ser considerada razoavelmente tdxica, alguns pacientes
desenvolveram neuropatia periférica associada a deficiéncia de vitamina B6. Alguns
metabdlitos da isoniazida sdo considerados hepatotoxicos, e nao existe informacdes
suficientes sobre o seu potencial efeito neurotéxico. Com objetivo de avaliar esse efeito,
células neurais obtidas de camundongos foram expostas a isoniazida e seus metabolitos. A
isoniazida ndo apresentou neurotoxicidade em até sete dias de estudo e a hidrazina foi o
metabolito que apresentou maior toxicidade. As demais substéncias, incluindo o acido

isonicotinico, causaram efeitos neurotdxicos de leve a moderado.

2.8 PROCESSOS OXIDATIVOS

Ao longo dos ultimos anos, os compostos farmacéuticos vem sendo considerados
um problema ambiental emergente, devido a sua entrada continua e elevada persisténcia no
ecossistema aquéatico, mesmo em baixas concentracdes. Processos Oxidativos Avangados
(POASs) sdo tecnologias baseadas na intermediagéo de radicais hidroxila e outros para oxidar
compostos recalcitrantes, toxicos e nao-biodegradaveis a varios subprodutos e,
eventualmente, para produtos finais inertes. As aplicacbes ambientais de POAs sdo

numerosas, incluindo &gua e tratamento de aguas residuais (isto €, remocdo de poluentes
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organicos e inorganicos e agentes patogénicos), reducdo da poluigdo do ar e remediagéo do
solo. Os POAs sdo aplicados para a reducao da poluicdo causada pela presenca de residuos de
farmacos em aguas (KLAVARIOTI et al., 2009).

A Figura 2.8.1 apresenta o percentual da aplicacdo dos POAs para degradacdo de

diversos compostos farmacéuticos.

1-Fotocatalise heterogénea
2- Ozonizacdo

3-Fenton e foto fenton
4-Ozondlise

5-H,0,/UV

6- Oxidagdo com O,

7-Eletrélises

Figura 2.8.1. Distribuicdo dos POAs avaliados para degradacdo de compostos farmacéuticos.
Fonte: KLAVARIOTI et al., 2009.

Em via de regra estes processos tém como principal caracteristica a geracdo de
radicais hidroxilas (HO") altamente reativo e ndo seletivo, em quantidade suficiente para
oxidar a maiora dos compostos organicos presentes nos efluentes dando inicio a uma série de
reacOes de degradacdo que podem culminar em espécies indcuas, tipicamente CO, e H,O
(AMIRI et al., 1997). Vérios processos de producdo do radical hidroxila tém sido estudados,
geralmente utilizando o0z6nio, perdxido de hidrogénio, irradiacdo na regido UV, fotocatalise e
reagente de Fenton (STEPNOWSKI et al., 2002; ZALAZAR et al., 2008; ROSAL et
al.,2009).

Para o tratamento de efluentes contendo compostos farmacéuticos dentre as
opcodes de processos oxidativos, a radicdo ultravioleta associada ao peréxido de hidrogénio se
mostram viaveis sob o ponto de vista técnico por envolverem reagdes com espécies com alto
poder oxidante, além de ndo ocorrer & formacdo de lodo e transferéncia de fase dos poluentes
e os produtos finais da reacdo sdo CO,, H,O e ions inorganicos. A principal caracteristitca dos
residuos de farmacos diz respeito a elevada complexidade estrutural, sobretudo no que diz
respeito ao potencial de que mesmo parcialmente degradado esses compostos ainda podem

exercer efeitos terapéuticos sobre 0s microrganismos presentes na biota aquéatica. A luz do
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exposto serd apresentado a seguir os resultados das referéncias bibliogréficas destacando a
aplicacdo do POA para fotodegradacdo de farmacos pertencentes a classe terapéutica dos

antibioticos

2.8.1 Processos Oxidativos Avancados (POA)

Os radicais hidroxila s&o formados a partir de oxidantes como H,0O, ou O3, sendo
que a eficiéncia pode ser aumentada pela combinagdo com irradiagdo ultravioleta (UV) ou
visivel ou catalisadores (ions metalicos, semicondutores) (GLAZE et al., 1987).

Os POA sdo alternativas tecnoldgicas viaveis e eficientes para degradacdo de
substancias orgénicas recalcitrantes, presentes em efluentes aquosos em baixas concentracdes,
como por exemplo, os residuos de farmacos.

Sob o ponto de vista operacional, os POA podem ser aplicados a degradacédo de
residuos de farmacos, tanto na saida das ETE quanto em etapas finais do processo de
tratamento de dgua. Em efluentes de ETE, a remocéo desses residuos evitaria a contaminacao
de &guas superficiais por essa fonte e, consequientemente, os efeitos em organismos aquaticos
seriam minimizados (MELO et al., 2009).

2.8.1.1 O processo H,0,/UV

A formacéo de radical HO« ocorre em func¢do da reacdo de oxidacdo do peroxido
de hidrogénio, no qual ocorre a cisdo homolitica da molécula, rompendo a ligacdo sigma de
elevada energia (O — O, 48,5 kcal mol™), sob irradiacdo direta da lampada de UV, que emite
energia luminosa no comprimento de onda de 254 nm. O rendimento quéntico dessa reagdo é
quase unitario (®HO+ = 0,98 a 254 nm) (DOMENECH et al., 2001).

As Equagdes 3 a 5 mostram formacdo do radical HO+ e a oxidacdo de um

composto R.
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H.,0, + hv — 2 HO- (Equacéo 3)
H,0,+ O, > HO* + OH + O, (Equacéo 4)
RH + HO* — H,0 + R+ — produtos oxidados (Equacéo 5)

O rendimento do sistema H,O,/UV pode ser otimizado com uso de lampadas
especificas. Normalmente em projetos de reatores fotocataliticos sdo utilizadas lampadas de
vapor de mercario de média ou baixa pressdo, que emitem em comprimento de onda de
254 nm. Entretanto, a absortividade do peroxido de hidrogénio é baixa nesta regido do
espectro (254 = 18,6 L mol™ cm™), sendo necessarias altas concentragées do oxidante para

atingir oxidacao satisfatoria dos contaminantes (DOMENECH et al., 2001).

2.8.1.1.1 Restrigdes quanto a aplicabilidade do processo H,0,/UV

Apesar da eficiéncia cientificamente comprovada desta tecnologia, € importante
considerar algumas observacdes e/ou restricbes quanto a correta aplicabilidade do processo
H,0./UV.

Em reacOes de fotodegradacdo o perdxido de hidrogénio também pode agir como
sequestrador de radicais HO+. Neste sentido, altas concentracdes de H,O, podem reduzir a

eficiéncia do processo de degradacdo, o que pode ser representado pela Equacéo 6.

H2,0; + HO* —» H,0 + HO, (Equacdo 6)

Bandara et al., (1997) avaliaram o procedimento de adi¢do de H,O, em relacéo a
taxa de conversdo do substrato. Foi observado um aumento na taxa de mineralizacdo com a
adicdo gradativa do perdxido durante o transcurso da reacdo, ao invés de adiciona-lo numa
unica vez, logo no inicio da reagéo.

A taxa de adicdo de H,O, pode influenciar na mineralizacdo do composto alvo. Os
autores verificaram um aumento na taxa de mineralizacdo com a adi¢do de perdxido aos
poucos na reacdo, ao inves de adiciona-lo no inicio da reagdo. Este comportamento pode ter
sido ocasionado pelo fato do H,O, mesmo em condi¢des Otimas de operacdo, pode atuar
como capturador de radicais HO+ (Equacdo 6), e ainda pela ocorréncia de intermediarios que
dificulta o alcance do estado pseudo-estacionario da reacdo. Assim, havera competicdo entre

os intermediarios e o poluente alvo pelo radical HO-. E interessante, portanto, avaliar uma
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modificacdo experimental da batelada simples para a batelada alimentada com pequenas taxas
de aplicacdo do H,0, no decorrer da reagédo (CRUZ, 2000).

A fotdlise do perdxido de hidrogénio é dependente do pH, uma vez que em meio
alcalino a dissociacdo do H,O, é favorecida formando o ion HO;, que apresenta maior
absortividade molar (MELO et al.,2009).

No entanto, a elevagéo excessiva do pH prejudica o processo, devido ao seqiestro
de radicais hidroxila por ions carbonato e bicarbonato (Equacdes 7 e 8). A acdo competitiva
desses ions constitui a principal interferéncia nos processos oxidativos baseados na producéo
de radicais HO" (LEGRINI et al.,1993; DOMENECH et al.,2001).

HO+HCO'3—» H,O+ CO3 ~ (Equagdo 7)
HO+ CO3> - HO +CO; ™ (Equagéo 8)

Andreozzi et al., (1999) relataram que a fotdlise direta do H,O, em meio aquoso
depende do pH e cresce a medida que condi¢cBes mais alcalinas sdo utilizadas por causa do
coeficiente de absortividade molar do anion HO,-. Em pH acido o efeito dos “sequestradores”
de radicais, principalmente carbonatos e bicarbonatos, é anulado e, por isso, baixos valores de
pH sdo normalmente preferidos para o processo H,O,/UV.

Segundo Andreozzi et al., (2003) unindo-se o mecanismo de degradacdo por
fotdlise com radiacdo UV o mecanismo quimico oxidativo com H,0,, o tratamento hibrido
H,O,/UV fornece, em geral, uma degradacdo maior do que a obtida com a aplicacdo dos
processos separadamente.

Em altas concentracdes de peréxido de hidrogénio, podem ocorrer reacbes que
consomem radicais HO" (Equac@es 9 a 11), afetando negativamente o processo de degradacao
(DOMENECH et al.,2001).

H.0,+ HO — H,0 + HO; (Equacéo 9)
HO, + HO'— H,0 + O, (Equacéo 10)
HO+ HO'— H,0, (Equacdo 11)

Ainda neste contexto, Wong & Chu (2003) relataram que o pH inicial do meio
apos a adicdo do H,0O, interfere no processo de fotodegradacdo. Nesse sentido, os autores
chamam a atencdo para determinagdo do valor 6timo de pH para cada molécula alvo que se

deseja fotodegradar.
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Segundo Chu (2001) em condi¢des de pH inicial menores que o pH 6timo, hd uma
diminuicdo dos ions hidroxilas o que provavelmente reduz a formacéao dos radicais hidroxilas
no meio. Em contra partida, num meio alcalino o H,O, se torna instavel, se decompondo

rapidamente em agua e oxigénio mesmo na presenca da luz.

2.8.1.1.2 Remocé&o de residuos de farmacos por processo H,O,/ UV

O POA na sua variante H,0,/UV tem sido amplamento utilizado em diversos
estudos como tecnologia de escolha para remocéo de residuos de farmacos em diferentes tipos
de efluentes. A Tabela 2.8.1 apresenta uma série de estudos, aplicados a remocao de diversos

farmacos, na sua grande maioria pertencente a classe terapéutica dos antibioticos.



Tabela 2.8.1. Principais fontes bibliogréaficas utilizando o processo H,O,/UV para remogdo de farmacos
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Farmaco

Amoxacilina e
Paracetamol.

Cetoprofeno,
Naproxeno,
Carbamazepina,
Acido
Clofibrico,
lohexol e
Ciprofloxacina.

41 farmacos.
Incluindo 12
antibiéticos e
10 analgésicos.

Matriz

Agua Milli-Q
contendo os
farmacos de
forma isolada na
concentragdo de
0,1 mmol L™

Aguade
superficie e Agua
Milli-Q.

Efluente real.

Objetivo

Avaliar a eficiéncia de
fotodegradacdo do farmaco
em diferentes valores de pH
e concentracdo de H,0..

Avaliar a eficiéncia de foto
degradacdo frente a poténcia

da lampada.

Avaliar a remocéo de
farmacos de aguas residuais

em tempo real.

Condigdes Experimentais

Reator de 800 mL cujo volume
irradiado foi de 280 mL. L&mpada
de UV de 15 W e irradiagdo no

A= 254 e 365 nm. O pH na faixa de
2,5a9,0. Concentragdo de H,0,
utilizada foi de 5 a 20 mmol L™

Foram utilizadas lampadas de baixa
e média pressao.

A configurag8o experimental possui
trés reatores de bancada
interligados em série, com volume
de 35 L cada e TRH de 5 mim com
vazdo de 10m*/dia. Foram
utilizadas trés lampadas de vapor de
mercUrio de baixa pressdo (65 W) e
A= 254 nm. O reator foi aerado com
uma taxa de 0,5 L min™.

A concentracdo de H,0, foi

1,7 mg L™. O reator foi
continuamente aerado numa vazao
de1,9e416,7L h™

Resultados

A eficiéncia de remocéo dos farmacos, foi obtida ap6s 5 e 10
min de irradiacdo, alcancando percentuais de remocédo de COT
de 63% (amoxacilina) e 70% (paracetamol) no tempo de 30
minutos. A variagdo de pH néo influenciou a efetividade da
reacdo de degradagéo.

A lampada de média pressdo provou ser mais eficaz para a
maximizacao da degradacdo de todos os fArmacos avaliados
do que as ldampadas de baixa pressdo. Foi observado um
aumento consideravel na taxa de degradagdo da
carbamazepina e naproxeno, passando de nao detectavel para
13% e de 36% para 52% respectivamente. As constantes de
velocidade aumentaram com a diminuicdo da duracédo da fonte
de luz e 0 aumento da concentragdo de H,0,, reduz a taxa de
degradacdo devido o sequestro dos radicais OH. A fotdlise
UV do naproxeno foi acompanhada pela producéo de pelo
menos dois produtos de degradacao.

Foi observado em R1 90% de eficiéncia de remocéo para a
maioria dos farmacos, exceto norfloxacina (69%) e cafeina
(67%), a uma dose de UV de 923 mJ/cm?.

Referéncia

Trovo et al.,
(2011).

Pereira et al.,
(2007).

Kim et al.,
(2009).
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Sulfametoxazol,
sulfametazina,
sulfadiazina,e
sulfametoxazol.

Meprobamato,
carbamazepina,
dilantin,
atenolol,
primidona e
trimetoprim.

Agua ultrapura,
agua de lago, aguas
residuais, e
efluentes de estacdo
de tratamento.

Efluente real.

Avaliar o efeito do pH,
concentragdo de H,O, e
composicdo da matriz
sobre as taxas de foto-
oxidacdo.

Avaliar a eficiéncia de
foto-oxidacdo na
presenca de
contaminantes incluindo
alcalinidade, nitrito e
especialmente matéria
organica.

Os experimentos se desenvolveram em
reator de bancada utilizando uma lampada
de UV de baixa pressdo com A =254 nm.

O sistema utilizou ldmpada UV de 254 nm.
Foram avaliadas intensidade de UV de 300,
500 e 700 mJ/cm? para trés amostras. Os
tempos de exposicao variaram de

6 a 20 min para atingir a intensidade UV
desejada. As dosagens de H,O, foram de 0,
2, 5,10, 15, 20 mg L "aplicados 30 s antes
da radiagdo UV. Foi utilizado 75 mL de cada
aliquota de agua residual num reator de
vidro de 250 mL.

O pH influenciou as taxas de fotdlise, e exerceu pequeno
efeito na taxa de foto-oxidacdo. Para o sulfametoxazol a
forma neutra (pH 7,6) foi mais facilmente fotodegradada
do que forma anidnica (pH 3,6), além de ter apresentado
maior rendimento quantico e elevada taxa de fotélise. A
sulfametazina e sulfadiazina apresentaram efeito inverso o
qual a forma ani6nica foi mais rapidamente fotolisada do
que a forma neutra. O trimetropim, a taxa de oxidacao foi
maior para a forma catidnica (pH 3,6) do que para a forma
neutra (pH 7,8). Com relacéo a efetividade do processo,
para uma dose de 10 mg H,0, L™ a intensidade da energia
UV necesséria para alcancar 90% de remocdo de
sulfametoxazol foi < 860 e < 330 mJ/cm? respectivamente.
Para a sulfametazina, sulfadiazina e trimetropim, foram
necessarios uma maior intesidade UV > 900 mJ/cm? para
alcancar a eficiéncia de degradacéo de 90%.

Os resultados variaram de ndo observado a > que 90% de
eficiéncia e indicaram que a eficacia do tratamento
H,0,/UV para a remocao de farmacos a partir de dguas
residuais ocorre ndo s6 devido a concentragdo de matéria
organica mas também em funcdo da reatividade intrinsica
dos radicais OH. A remogdo de farmacos também foi
correlacionada com redugdes na absor¢do UV a 254 nm.

Baeza &
Knappe
(2011).

Roséario-Ortiz
et al., (2010).
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Metaprolol,

amoxacilina,
naproxeno e
fenacetina.

Agua do
reservatorio, agua
subterrénea e
efluentes
secundarios a partir
de duas ETAR
municipal.

Auvaliar a eficiéncia de
remocao de fArmacos
dissolvidos em &gua
Milli-Q ou em matrizes
de 4gua.

Foi utilizado reator cilindrico de 500 mL
encamisado em banho termostético, a
temperatura de 20 £ 0,2 °C. Lampada de
baixa pressdo (15W), com A=254 nm. O
reator foi alimentado com 350mL com um
dos quatro produtos farmacéuticos e
dissolvido em agua Milli-Q e ajustado o pH
com tampé&o de &cido fosforico / fosfato
(0,05M). No segundo grupo de
experimentos, quatro matrizes de 4gua foram
utilizadas para estudar a oxidagdo

em condigdes reais de tratamento de agua.
Dois deles foram coletadas de aguas
naturais. A agua subterranea, e de superficie
e agua do reservatorio publico. As demais
matrizes de dgua foram coletadas amostras
de efluentes secundérios a partir de duas
ETAR.

A taxa de degradacdo seguiu a seguinte seqiiéncia:

amoxicilina > naproxeno > metoprolol > fenacetina. Taxas

mais baixas foram obtidas com os fA&rmacos dissolvidos em  Benitez et al.,
aguas naturais e efluentes secundarios, devido a presenga (2009).

de matéria organica presente que consumia 0s agentes

oxidantes.
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3 MATERIAIS E METODOS

Sera apresentado a seguir a abordagem técnico-experimental adotada durante a
consecucdo dos estudos para avaliar a eficiéncia de fotodegradagdo face a utilizacdo dos
processos oxidativos avancados (POA), na sua variante H,0,/UV como tecnologia terciaria
de escolha para reducdo da concentracdo ativa do farmaco em estudo, bem como a
identificacdo qualitativa e estrutural dos compostos intermediarios possivelmente formados.

Neste capitulo sera especificado também todo o aparato instrumental, e as
metodologias analiticas utilizadas para quantificacdo dos parametros de eficiéncia. Os
experimentos referentes ao tratamento do farmaco por POA utilizando o reator fotocatalitico
de bancada, e as analises de determinacdo de carbono organico total (COT), pH,
condutividade, espectrofotometria de absor¢cdo molecular no ultravioleta (UV-Vis) e a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), foram realizados no Laboratério
Farmacéutico da Marinha (LFM), na divisdo de controle de qualidade, secdo de analises
fisico-quimica.

Em relacéo as andlises da concentracdo residual de aménia, e os experimentos de
extracdo por fase sdlida (SPE), foram realizados no Laboratério de Controle de Poluicdo de
Aguas (LABPOL) do Programa de Engenharia Quimica da COPPE/UFRJ.

As analises por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (CLAE-
EM), foram realizadas no Laboratério de Bioequivaléncia e Farmacocinética da Vice-
Presidéncia de Producao e Inovagdo em Saude da Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ).

3.1 FARMACO

O farmaco utilizado nos experimentos de fotodegradacdo foi: isoniazida (INH)
(piridina-4-carbohidrazida). A amostra de referéncia foi fornecida pelo Laboratorio
Farmacéutico da Marinha (LFM), em grau analitico USP (UNITED STATES
PHARMACOPEIA), sendo o mesmo padrdo de referéncia utilizado nas analises de controle
de qualidade dos comprimidos de isoniazida produzidos e fornecidos ao Ministério da Saude
(MS).



3.2. PADRAO PRIMARIO DE TRABALHO

Tanto para o preparo do efluente sintético, e para a realizacdo das andlises de
investigacdo da concentracdo residual em solugdo do farmaco, bem como nos experimentos
de SPE foi utilizado o padrdo primario USP, conforme preconizado nas metodologias

analiticas dos principais compéndios oficiais de analises adotados pelas induastrias

farmacéuticas. A Tabela 3.2.1 apresenta as informacdes detalhadas do padrdo de isoniazida.

Tabela 3.2.1. InformagGes detalhadas do padrdo primario de isoniazida.

Férmula

Padréao Molecular Teor Lote Ti?,;;lae CAT N° Fornecedor
e Estrutural p
CsH-N5;O
. /E o
INH ’ 200mg 10G205 99,97% 1349706 USP
| I
F

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

3.3 PREPARO DAS AMOSTRAS

A solucdo contendo o farmaco utilizada nos ensaios de fotodegradacdo foram
preparadas a partir do padrdo priméario (Tabela 3.2.1), na concentracéo inicial de 10 mg L ™
com agua Milli-Q (0,22 pm) num baldo volumétrico ambar de 2 L e mantido sob agitagdo no
banho ultrasénico por 30 minutos. Apos a completa dissolucédo do farmaco, as amostras eram

submetidas imediatamente a andlise de medicdo de Carbono Organico Total (COT) e

transferidas para o reator fotocatalitico.

3.4. REAGENTES ANALITICOS

Os solventes utilizados no processamento analitico das amostras na CLAE,
CLAE-EM, bem como nos experimentos de SPE eram de elevado grau de pureza analitico.
Todos os outros reagentes e compostos quimicos usados eram de Pureza Analitica (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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andlises de verificacdo do enquadramento dos padrdes de qualidade exigidos para aprovagao
dos medicamentos produzidos pelo Laboratério Farmacéutico da Marinha conforme
preconizado pelo UNITED STATES PHARMACOPEIA 33, 2010. O peroxido de hidrogénio

(H20,) utilizado possuia a concentracao de 30% v/v, da empresa Veteq Quimica.

3.5. ENSAIOS EXPERIMENTAIS COM OS POA

3.5.1. O processo H,O,/UV

O sistema H,0,/UV foi selecionado entre outros POAs porque possibilita a
construcdo de reatores simples, ndo necessitando de unidades de separacdo apds o tratamento.
O processo requer uma etapa prévia de filtracdo para a remoc¢do de sélidos suspensos, 0s
quais, se presentes no reator fotoquimico, dispersam o feixe de luz, podendo reduzir a
eficiéncia do processo (LIRA et al., 2006). Entretanto, durante a realizacdo dos experimentos
ndo houve necessidade de filtrar as amostras.

Para consecucdo dos ensaios de fotodegradacdo, foram utilizadas as seguintes
proporcdes molares de carbono e peréxido de hidrogénio: C:H,0, [1:1] e [1:2] e diferentes
tempos de retencdo hidraulica (TRH), objetivando a identificacdo das condicGes Gtimas de

operacdo do reator, visando posteriormente 0 “scale up ”” do sistema de tratamento.

3.5.2 Especificagdes técnicas do reator fotocatalitico de bancada

O reator empregado neste estudo (Figura 3.5.1), j& havia sido utilizado em
diversos trabalhos de pesquisas desenvolvidos no Laboratério de Controle de Poluicdo de
Aguas (LABPOL) do Programa de Engenharia Quimica da COPPE/UFRJ, onde sua eficiéncia
foi devidamente comprovada. O presente trabalho ndo contemplou o estudo dos efeitos

hidrodinamicos no reator.



29.0cm

Tubo de
quartzo
@ 4,0cm

Lampada
UV-C 15 W
A =254 nm

Valvula de
amostragem

Y

Injecdo de ar

Monitor de

Monitor de pH e dutividad
condutividade
Temperatura Difusor de ar de pedra porosa

Figura 3.5.2. Desenho esquematico do reator fotocatalitico com as respectivas dimensdes.
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Conforme ilustrado na Figura 3.5.2 esse sistema & composto por um reator
fotoquimico em vidro borossilicato com geometria cilindrica possuindo altura de 60 cm e
diametro de 9,0 cm com volume total de 2 L. A lampada de UV-C germicida (Philips) emite
energia luminosa no comprimento de onda de 254 nm, e possui poténcia nominal de 15 Watts,
e encontrava-se encamisada por um tubo de quartzo de 2 mm de espessura por 55 cm de
comprimento e didmetro de 4,0 cm.

Apbs a alimentacdo do reator com o efluente sintético, a ldmpada 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
agitacdo a fim de promover uma completa homogeneizacao do liquido. O sistema é dotado de
uma valvula manual para retirada de aliquotas de amostras para posterior processamento
analitico. O reator foi protegido com papel laminado, para ndo haver dispersdo do feixe de luz
da lampada de UV.

3.5.2.1 Parametros operacionais e tempo de retencédo hidraulica (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 Unica vez, e as aliquotas
retiradas nos intervalos de tempo pré-fixados para reacdo, a fim de processar as analises
fisico-quimicas de avaliacdo da eficiéncia de degradacdo e mineralizacdo, e demais
parametros. O fluxo de ar introduzido na massa liquida, para manter o sistema em constante
agitagdo foi medido por um fluxdmetro o qual registrou o valor de 0,5 L min™. A radiaco
emitida pela lampada de UV-C germicida foi de aproximadamente 8,0 mw/cm?
(SOUZA et al., 2010).

Os tempos de retencdo hidraulica (TRH) adotados para consecucdo 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 H,O, com objetivo de
avaliar o comportamento do farmaco quando submetido apenas a irradiacéo ultravioleta (UV)
e apenas na presenca de peroxido de hidrogénio (H,O,) respectivamente, sendo estes

denominados de experimento controle.
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Antes do start up do sistema, a lampada de UV era mantida acesa por 5 minutos, a
fim de estabilizar a intensidade da energia luminosa. Apds esse periodo era dosado o0 H,O; no
reator, e simultaneamente o cronémetro era acionado para controle do tempo de reacao.

A eficiéncia do sistema foi acompanhada pela retirada sistematica de 100 mL de
amostra, nos tempos de reacdo pré-estabelecidos para avaliacdo da eficiéncia conforme
parametros informados no item 3.5.2.4 do presente trabalho.

3.5.2.2 Procedimento de calculo da quantidade de H,0,

A quantidade de H,0, adicionado no reator estava diretamente relacionada com o
volume total de efluente sintético a ser tratado bem como o resultado obtido nas andlises de
COT. Para cada nova batelada, o efluente sintético era submetido a analise de COT, para
calculo exato do volume de H,0, a ser adicionado no reator. O H,O, foi adicionado ao sistema
sempre numa dosagem Unica no inicio do experimento, com auxilio de uma micropipeta
devidamente calibrada. A concentracdo de H,O; utilizada variou de 0,84 mmol para propor¢éo
molar [1C:1H,0,], e 1,86 mmol para [1C:2H,0;].

3.5.2.3. Procedimentos de calculo da eficiéncia de degradacdo e mineralizacdo do farmaco

% ED = W; - Wg . 100
Wi

(Equacéo 12)

Onde W;e W indicam as concentracgdes iniciais e finais respectivamente, dos
parametros analiticos investigados. Essa equacdo foi utilizada para estimar a eficiéncia da
concentracdo de isoniazida degradada (INH mg L™) e do percentual de remocéo de COT (%

Remocéo de COT) em fungéo do tempo reacional.

3.5.2.4. Parametros analiticos avaliados

Com objetivo de avaliar a eficiéncia do processo de fotodegradacdo, foram
escolhidos os parametros analiticos, bem como adotado a estratégia de monitoramento,

conforme apresentado a seguir e resumido na Tabela 3.5.1.
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o COT (mgC L™) — imediatamente ap6s o preparo do efluente sintético e apés POA nos
intervalos de tempo especificados;

o pH - imediatamente ap6s o preparo do efluente sintético (pH original da solucdo),
apos a dosagem do H,O, e ap6s POA em todos os intervalos de tempo especificados;

o Condutividade (uS cm™) - imediatamente apés o preparo do efluente sintético
(condutividade original da solugéo), apds a dosagem do H,0, e ap6s POA em todos 0s
intervalos de tempo especificados;

o NH; (mg L™) - imediatamente apés o preparo do efluente sintético e ap6s POA em
todos os intervalos de tempo especificados;

o ABS UV-Vis (A=265 nm) - ap6s o preparo do efluente sintético e ap6s POA em todos
os intervalos de tempo especificados;

o Conc. residual do farmaco via CLAE-EM (mg L™) - somente apés POA em todos
os intervalos de tempo especificados; e

o Produtos de degradacéo via CLAE-EM - somente apds POA em todos os intervalos

de tempo especificados.

Tabela 3.5.1. Estratégia de monitoramento dos parametros analiticos avaliados.

Parametros Analiticos

Conc.
Residual PD

COoT Condutiviade NH ABS UV-Vis
I;Trﬁ))o (mg C LY pH (uScm™) (mg L3'1) A=265 nm CIEQAE_ CIEI?/IE_
(mg LY
ANTES APOS ANTES APOS FINAL ANTES APOS FINAL ANTES APOS ANTES APOS APOS APOS
POA POA (H,0,) (H,0,) POA (H,0,) (H,0,) POA POA POA POA POA POA POA
1 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 X « X X X
40 X X X X X X X X
50 X X X X X X X
60 X X X X X X X
(SS/) X NR" X NR” X X X X X
60 X X X X X X X X X
(H20,)

NR" - Néo Realizado.

3.6 METODOS ANALITICOS

Serd descrito a seguir 0s equipamentos bem como as metodologias analiticas

utilizadas durante o monitoramento da eficiéncia de degradacéo e mineralizacdo da INH, bem
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como a caracterizagdo dos produtos de degradacdo formados. A grande maioria das
metodologias analiticas utilizadas neste estudo constam nos compéndios oficiais de anélise e
por esse motivo sdo metodologias consagradas e sistematicamente aplicadas pelas industrias

farmacéuticas.

3.6.1 Carbono organico total (COT)

Para os procedimentos experimentais realizados neste trabalho, o COT foi
analisado imediatamente ap0s o preparo da solugdo contendo o farmaco, e apds o término da
reacdo conforme escopo experimental apresentado no item 3.5.2.4 O equipamento utilizado
no processamento das analises foi o COT 2000 FARMA (Ind. Com. Eletro Eletrnica
GEHAKA Ltda.), com mecanismo de funcionamento baseado no principio de Foto-Oxidacéao
Catalitica.

Neste sistema, a amostra é primeiramente coletada e armazenada dentro de um
reator. Este compartimento possui uma lampada de ultravioleta com comprimento de onda de
185 nm e um material catalitico. Com a emisséo de raios UV, o carbono € desprendido das
moléculas organicas e inorganicas e forma o CO,. Este Gltimo altera sensivelmente a
condutividade da agua, que por fim é registrada por um condutivimetro e convertida em COT,
sendo o valor expresso em ppb.

Antes da realizacdo das andlises de COT, foi realizada a calibracdo do
equipamento, utilizando uma solugdo padrdo de sacarose (Ci2H2,011) COT de 500 ppb,

conforme procedimentos recomendado pelo fabricante.

3.6.2 Preparo da curva padrao de calibracdo

O preparo da curva padréo de calibragdo da INH utilizada respectivamente para o
calculo do percentual de recuperacdo da SPE bem como para o calculo da concentracdo
residual da INH por CLAE-EM, foi realizada a partir do padrdo priméario USP (Tabela 3.2.1),
usando como diluente a agua Milli-Q (0,22 um) na seguinte faixa de concentracdo: 0,01 a
10 mg L™
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A concentracdo residual de INH foi calculada pela interpolacdo dos dados
adquiridos na curva de calibracdo, realizada com a solucdo padrdo contendo o farmaco

estudado.

3.6.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

3.6.3.1. Determinacgéo da concentracéo residual de INH

Neste trabalho a CLAE, foi utilizada com o proposito de quantificar o percentual
de recuperacdo obtidos na extracdo por fase sélida.

Para escolha da metodologia analitica, foram realizadas pesquisas nos principais
compéndios oficiais de andlises, denominadas de Farmacopéia utilizada rotineiramente pelas
indUstrias farmacéuticas, tendo em vista que as metodologias analiticas empregadas nas
analises de controle de qualidade dos farmacos, no que se refere a determinacdo do teor do
principio ativo, sdo extraidas desses compéndios, e portanto, sdo metodologias consagradas e
algumas validadas segundo os requisitos da Resolucdo de N° 899 (BRASIL, 2003).

A Tabela 3.6.1 apresenta os dados do equipamento bem como a especificacdo da
coluna, fase movel e os parametros cromatogréaficos utilizados no processamento analitico das

amostras.

Tabela 3.6.1. Dados do equipamento de CLAE e condi¢des cromatograficas (UNITED STATES
PHARMACOPEIA 33, 2010).

Dados Farmaco - Isoniazida
do
Equi i . -
quipamento Composicao Condicoes Cromatograficas
Fase Mavel
Marca KH,P0,0,1 M Coluna Ci1g 5um 4,6x250mm
Waters® Alliance + Waters
N(C,H,0H); (95:5) oot N° 186003117
Modelo ’ 12138164134614
Waters 2695 ~ o
TAMPAO Vol de Inje¢do 100 pL
(KH,PO,)
Separations + Detector UV/DAD 254 -nm
Module METANOL

Waters 2993 DAD pH 6,9 Fluxo 1,5 mL min™
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3.6.4 Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massa
(CLAE-EM)

3.6.4.1 Determimacao da concentracdo residual do farmaco

Foram realizadas analises no equipamento de cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplado a um espectrémetro de massa tipo quadrupolo (CLAE-EM), para todas as
aliquotas retiradas nos tempos de retencdo hidraulica (TRH) amostrados no reator, com intuito
de determinar a concentracdo residual do farmaco alvo bem como caracterizar
qualitativamente os produtos de degradacgéo resultante do POA empregado.

As andlises foram realizadas no Laboratério de Bioequivaléncia e
Farmacocinética da Vice-Presidéncia de Producdo e Inovacdo em Salde da Fundacéo
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ). As amostras eram colocadas nos vials e mantidas sob
temperatura controlada (20°C), e somente conduzidas ao laboratério da FIOCRUZ, no dia em
que as analises eram processadas.

Os parametros cromatograficos de analise bem como composicdo da fase mével
estdo descritas na Tabela 3.6.2. Com relacdo a metodologia analitica empegrada, foi utilizada

uma metodologia desenvolvida no préprio laboratério da FIOCRUZ.

3.6.4.2 Caracterizacdo dos compostos intermediarios

As andlises de caracterizacdo dos compostos intermediarios 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 analises de identificacdo dos produtos de degradacédo
possuia tecnologia triplo quadrupolo com dois quadrupolos (analisadores) em paralelo e
camara de colisdo (quadrupolo em U) ligados ao detetor elétron multiplier, que possui a
funcdo de multiplicacdo dos elétrons. Possui sistema de capilar ap6s o shield a 6 graus em
relacdo ao primeiro quadrupolo que também precisa de quebra de vacuo para promover a
limpeza do circuito. O sistema possui ainda uma bomba de baixa pressdo com dois pistdes e

um anico motor delta de fluxo/pressdo ndo 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 parametros cromatograficos de analises e composicao da fase movel adotados

para consecucdo das analises.

Tabela 3.6.2. Parametros cromatograficos de analise utilizados no sistema de CLAE-EM.

Dados

Espectrémetro
de Massas
Varian Mod.
320 MS

Cromatdgrafo
Varian Mod.
212 LC

Injetor
Automatico

HTS CTC
Analytics

Equipamento

Composicdo
Fase Movel

Fase A
H,0/
Acido férmico
0,1%

Fase B
Metanol

Acetonitrila
50:50

Composicao
10% B
90% A

Condicoes
Cromatograficas

Detector
Clg Sum -
Coluna 4,6x150mm Needle
Atlantis t3
Shield
Housing (temp)
Dry gas (temp)
Vol de 10 pL
Injecdo CID gas
Nebulizing gas
Dry gas
UV/DAD
Detector i
254-nm Dwell time
mass
Fluxo 0,4 mL min™ “

Condicoes Instrumentais

1400V

5500V
500V
60 °C
370°C
2mTorr
Argonio a 50 psi
45 psi
0,25 ms

121,0 (capilar: 50V)
123,9 (capilar: 30V)
138,2 (capilar: 25V)
163,0 (capilar: 15V)
226,8 (capilar: 15V)
242,1 (capilar: 15V)

3.6.5 Protocolo para realizacao dos testes de estresse quimico

O teste de estresse é definido como um teste de avaliacdo da estabilidade de

farmacos quando submetida a condigdes criticas, conforme preconizado pela Resolugéo
N° 899 (BRASIL, 2003).

Este estudo visa a maximizacdo do estresse quimico da molécula de INH,

objetivando a formag&o dos intermediarios numa maior proporcao, para entéo estabelecer uma
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comparagdo com os compostos formados nas condi¢6es dos ensaios com 0s POA, para avaliar
0 méximo potencial de degradacdo que a molécula de INH pode sofrer em condices criticas.
A Tabela 3.6.3 apresenta as condicdes em que foram realizadas os testes de

estresse quimico.

Tabela 3.6.3. Condi¢Oes de estresse para realizacdo do estudo de degradacéo forcada.

Parametros Valores
Volume de amostra 2L
Concentracdo do farmaco 10mg L
Solucdo oxidativa H,0,a 30% (v/v)
Fotdlise Irradiagdo UV a 254 nm
Poténcia da lampada 15w
Proporcéo 1 L do efluente sintético + 1 L de H,0,a 30% v/v
Tempo reacional 1440 minutos
Aparato experimental Reator fotocatalitico de 2 L de volume reacional, sob agita¢éo

constante pela introducéo forcada de ar.

3.6.6 Espectrofotometria de absor¢ao molecular no ultravioleta visivel a A= 265 nm

A espectrofotometria de absorcdo molecular no ultravioleta na inddstria
farmacéutica € amplamente utilizada, e a metodologia para anélise da INH consta no
compéndio oficial brasileiro denominado de Farmacopéia Brasileira, razdo pelo qual pode ser
considerada validada sob os parametros preconizados pela Resolugdo N° 899 “Guia para
Validacdo de Métodos Analiticos e Bioanaliticos” (BRASIL, 2003).

Inicialmente foram realizados experimentos confirmatérios com a solucdo padréo
de isoniazida a 10 mg L, no comprimento de onda de 265 nm, que é comprimento de onda
no qual ocorre 0 maximo de absorcdo (FARMACOPEIA BRASILEIRA 1V, 2010).

Em seguida todas as amostras resultantes do processo de fotodegradacdo foram
submetidas ao espectro de absor¢do molecular no UV-visivel no modo de varredura completa
na faixa de comprimento de onda de 200 a 800 nm, com corre¢do da linha de base com
intervalos de 0,2 nm, e foi utilizada uma cubeta de quartzo de caminho ético de 1 cm. O
equipamento utilizado nos ensaios possui as seguintes especificacdes técnicas conforme
Tabela 3.6.4.
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Tabela 3.6.4. Especificacdo técnica do espectrofotdmetro de absor¢cdo molecular UV-Vis

Equipamento Metodologia
Marca Varian® Varredura 200 a 800 nm
Cary Win UV Leitura _
Modelo £0 Conc da A=265 nm
amostra
Médulo UV-Vis Corregéo 0,2 nm

3.6.7 Determinacdo da concentracéo residual de peroxido de hidrogénio

Neste experimento, os niveis de peréxido de hidrogénio residual foram avaliados
por duas metodologias analiticas. A primeira utilizando tiras reativas pertencentes ao teste kit
de triagem da Merckoquant, e a segunda metodologia utilizada foi via determinacdo do
ndmero de peroxido de hidrogénio utilizando um titulador automéatico com eletrodo de
platina.

Entretanto, face a imprecisdo analitica do método das tiras reativas da Merck,
associado aos resultados considerados insatisfatorios da determinacdo do nimero de perdéxido
de hidrogénio via titulador potenciométrico automatico, esses resultados ndo serdo

considerados no presente trabalho.

3.6.8 Amonia

Especificamente neste trabalho, a quantificacdo da concentracdo de aménia gerada
em decorréncia do ataque ndo seletivo do radical HO', se fez extremamente necessario, pois
dependendo da composicdo do farmaco, o POA pode contribuir significativamente com o
aumento da concentracdo de amonia nos efluentes de origem farmacéutica.

Durante os experimentos de fotodegradacdo a concentracdo da amonia foi
monitorada em todos os TRH do reator fotocatalitico, e em ambas as propor¢des molares de
carbono C:H,0, [1:1] e [1:2]. As anélises foram processadas com o auxilio de um medidor de
pH/ORP/ISE/ temperatura da marca DIGIMED, DM 23 utilizando um eletrodo ion seletivo

de amonio gas-sensing combinando o eletrodo 9512BNWP.
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3.6.9 pH

O pH foi continuamente monitorado ao longo de todos TRH do reator
fotocatalitico. O pH foi determinado pelo método potenciométrico com auxilio do medidor

automatico da marca WTW inolab modelo pH 720.

3.6.10 Condutividade

A condutividade elétrica é a capacidade que a dgua possui de conduzir corrente
elétrica e pode inclusive contribuir para possiveis reconhecimentos de impactos ambientais.
Este parametro indica a presenca de ions dissolvidos em solucdo, por intermédio de uma
varredura na quantidade de ions presentes, nao fazendo referéncia qualitativa, apenas expressa
o resultado global de forma quantitativa.

Apesar desse parametro ndo ser considerado critico nos ensaios de fotodegradacéo
de farmacos via processo H,0,/UV, nesse trabalho foi proposto 0 monitoramento continuo ao
longo de todos os TRH, com objetivo de acompanhar evolutivamente 0 comportamento do
farmaco frente ao ataque do radical HO" principalmente no que diz respeito a abertura do anel
aromatico e a transferéncia de ions para a solu¢do aumentando sua concentracao.

Para realizacdo desse monitoramento foi utilizado um condutivimetro

microprocessado digital da WTW (conductivity meter) modelo LF 320.

3.6.11 Extracao por fase solida (SPE) — Ensaios preliminares

Com intuito de desenvolver e validar uma metodologia de extracdo por fase sélida
para quantificacdo da isoniazida possivelmente presente nos efluentes de origem
farmacéutica, foram realizados ensaios preliminares com trés tipos de sorventes: Oasis® HLB
60 mg 3mL, Varian® C;3 500mg 3 mL e por fim Oasis® HLB 30 um 200 mg 6 mL. Este
ultimo cartucho foi utilizado pois segundo dados experimentais reportados por LI et al., 2004,
farmacos com alta polaridade, como o caso da INH, ndo rettm bem em colunas de fase
reversa.

Quanto a solucdo de extracdo, foi preparado 1000 mL de solucdo de extracdo a
partir do padrdo primario USP, usando como diluente a agua Milli-Q numa faixa de
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concentracdo de 0,5 a 2,5 mg L e as determinages foram realizadas em duplicatas. Ap6s o

preparo foram transferidas para garrafas de vidro &mbar, e em seguida foi dado inicio os

-1

procedimentos de extragdo, com uma vazdo de 23 mL min ~ e foi utilizado o aparato

experimental conforme apresentado na Figura 3.6.1.

Solucéo
de

extracao Bomba

de vacuo

Cartuchos p .

Figura 3.6.1. Foto do aparato experimental utilizado na SPE
Fonte: Adaptacdo de BILA et al., 2003.

A Figura 3.6.2 apresenta a marcha analitica empregada nos procedimentos de
extracdo por fase solida (SPE).



/ INH 10 mg.L'! N\
pH natural da

solugéo (pH 7,3)

Y

Condicionamento
3 mL acetado de etila

3 mL de metanol

3 mL de H,O Milli-Q

(pH 3,0)

Cartucho

. Cartucho
(ggsrlsg®3Hnl]_LB Condicionamento Varian® Cig
2x3 mL hexano 500 mg 3 mL

1x2 mL acetona
2x3 mL metanol
5x2 mL H,O Milli-Q

(pH 3,0)

Eluicéo
2 mL acetato de
etila

Eluicdo
4x1 mL
acetona

Secagem

Gés N, Secagem

Gas N,

Dessecador
30 min Dessecador

30 min

Reconstituicéo
5mL
Fase Mavel
(USP33, 2010)

Reconstituigédo
5 mL Fase Movel
(USP 33, 2010)

Deteccéo

Yv

Cartucho
Condicionamento Oasis ®HLB
6 mL acetonitrila 30 um 200 mg
6 mL de H,O Milli-Q 6 mL

(pH 3,0)

Eluicao
6 mL de
acetonitrila

Secagem
Nao realizada

v

'd N\
Dessecador
Nao realizado
. V J
'd N\

Reconstituigdo
Na&o realizado

> Sistema CLAE /<

Figura 3.6.2. Marcha analitica utilizada nos procedimentos de extracdo por fase sélida (SPE).
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Tabela 3.6.5. Condic¢des cromatogréaficas utilizadas para deteccdo das amostras resultantes do processo
de SPE.

Isoniazida
Oasis HLB Varian Cyg Oasis HLB 30 um
Cartucho 60 mg 3mL 500mg 3 mL 200 mg 6 mL

(95:5) TAMPAO KH,P0O, 0,1 M +
Fase mdvel N(C,H,OH); + Metanol @ pH 6,9
Método: USP 33, 2010.

(700:300:10:0,25) v/v
ACN/AguaMilliQ/Ac.acético/TFA
Método: Smith et al.,1999.

Coluna: Cig 5um 4,6 X 250mm Waters
Detetor: UV 254 nm

Fluxo: 1,5 mL min™

Vol. Injegdo: 100 pL

Método: USP 33, 2010.

Coluna: Hypersyl Silica 50 X 4,6 mm 5um
Detetor: UV 254 nm

Fluxo: 3 mL min*

Vol. Injegdo: 100 uL.

Método: Smith et al.,1999.

CondicGes
Cromatogréficas

3.6.11 Método de quantificacdo da isoniazida apos a extracdo por fase sélida

Nos ensaios utilizando os sorventes Oasis® HLB 60 mg 3mL e Varian® C,g 500
mg 3 mL para quantificacdo do farmaco retido no cartucho, foi utilizada as mesmas condi¢6es
cromatograficas para determinacdo 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 inddstrias farmacéuticas. A Unica
adaptacdo realizada no método foi a alteracdo do volume de injecdo para 100 pL, devido a
baixa concentracdo do analito presente na solucdo de extracdo. Em relacdo ao aumento do
volume de injecdo, é interessante destacar que o volume maximo de injecdo para qualquer
coluna, deve ser 1% do volume interno da coluna vazia, e para o célculo do volume maximo
de injecdo, foi utilizada Equacéo 14:

Vima = (T x > x C) (0,01) (Equacdo 14)

Onde:

(n x r* x C) é 0 volume interno da coluna

Para quantificagdo do farmaco resultante do processo de extracdo com o cartucho
Oasis HLB 30 um 200 mg 6 mL foi avaliada as mesmas condigdes cromatograficas utilizadas
por Smith et al.,1999 com excegéo apenas do volume de injecdo, o qual foi mantido em
100 pL.
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3.6.12 Calculo da eficiéncia do processo de extracao por fase sélida (SPE)

Segundo Santos et al.,2007 a medida da eficiéncia do procedimento de extracdo
por fase solida é realizada com base no célculo do percentual de recuperacdo do farmaco
(%R). A recuperacdo geralmente é dependente da concentracdo, por isso deve ser avaliada na
faixa de concentragdo esperada para a amostra.

Portanto, para o célculo do percentual de recuperacdo R(%) foi utilizada a
Equacéo 15:

R(%) = (massa obtida / massa real) x 100 (Equacao 15)

Onde:

R(%) = percentual de recuperagdo da amostra

Os valores da massa obtidos apds os procedimentos de extracdo foram chamados
de valor obtido, enquanto que os valores de massa real relativo a concentracdo da solucéo
padrdo foram chamados de valor real.

O célculo do percentual de recuperacdo (%R) foi realizado com base na
interpolacdo dos dados adquiridos na curva de calibracdo realizada com a solugdo padréo de

isoniazida, nas seguintes concentragdes: 0,2; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 e 10,0 mg L™.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente capitulo apresenta os resultados obtidos em referéncia aos ensaios
realizados utilizando a técnica de extragdo por fase sélida, para extracdo, pré-concentracdo e
posterior quantificacdo da INH, utilizando como técnica analitica a cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE).

Na seqiiéncia serdo apresentados os resultados dos parametros analiticos avaliados
para se determinar a eficiéncia, resultantes da utilizacdo do processo H,O,/UV aplicado
segundo as condi¢Oes operacionais 6tima do reator fotocatalitico.

Por fim, apresentam-se 0s resultados qualitativos dos compostos intermediarios
caracterizados pelo sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplado a um
espectrometro de massa tipo quadrupolo (CLAE-EM).
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4.1 ENSAIOS PRELIMINARES POR EXTRACAO EM FASE SOLIDA (SPE)

A SPE é uma técnica analitica extremamente Util e atualmente vem se destacando
no cenario cientifico, por ser considerada uma teécnica eficiente para extracdo e pré-
concentracdo de micropoluentes em baixas concentragdes (na faixa de ng L™ a pg L™ ou
pg g tang g?), presentes em diversas matrizes ambientais.

Neste contexto, para avaliar a seletividade dos cartuchos e considerando as
propriedades fisico-quimicas da isoniazida foram realizados ensaios preliminares com trés
tipos de sorventes disponiveis comercialmente: Oasis® HLB 60 mg 3mL, Oasis® HLB 30
um 200 mg 6 mL e Varian® C;g 500mg 3 mL acompanhados de seus respectivos
procedimentos de condicionamentos, solventes para eluicdo do analito, secagem com gas de
arraste de nitrogénio e métodos de reconstituicdo recomendados pelo proprio fabricante, bem
como dados referenciados em trabalhos cientificos, sendo especificos e diferenciados para

cada tipo de sorvente empregado.
4.1.1 Eficiéncia do procedimento de extragdo

A Figura 4.1.1 apresenta os resultados dos percentuais de Recuperacdo R (%) da

isoniazida, obtidos para todos os cartuchos avaliados.

% Recuperacdo da isoniazida nos experimentos de SPE

Legenda
10,0
B Cartucho Oasis ® HLB 60mg
g 80 (Fase Mével: USP 33, 2010)
QO
©
2 60 .
3 B Cartucho Varian C18 500mg
T 4 (Fase Mével: USP 33, 2010)
© :
o
2,0 B Cartucho Varian C18 500mg
(Fase Movel: USP 33, 2010)
0,0
1,0 B Cartucho Oasis ®HLB 30 micra

15 )
i . 2,0 25 200mg (Fase Movel: ACN/H20
Concentracao (mg L) MiliQ/Ac Acético/TFA)

Figura 4.1.1. Percentual de recuperacdo da isoniazida obtido na SPE para todos os cartuchos avaliados.
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O percentual de recuperacdo dos cartuchos (%R) foi determinado em duplicadas
nas seguintes faixas de concentracdo: 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; e 2,5 mg L™

De acordo com a Figura 4.1.1 o melhor percentual de recuperacdo encontrado foi
para o cartucho C18 500mg 3 mL da Varian®, no qual para a solucdo de extracdo na
concentracdo de 2,5 mg L™ foi obtido o percentual de recuperacdo de 7,6%. Para efeito de
discussdo dos resultados, serd considerado apenas os resultados obtidos para este cartucho,
tendo em vista que os demais apresentaram baixissimos percentuais de recuperacao.

E importante ressaltar que ndo foram encontrados dados na literatura que
reportassem a utilizacdo da técnica de SPE, para quantificacdo da isoniazida no meio
ambiente. Entretanto, para efeito de estudos de correlagdo foram considerados dados
bibliograficos utilizando a técnica de SPE para matriz biologica (plasma sanguineo), em
funcdo da determinacdo da concentracao sérica do farmaco, em ensaios de biodisponibilidade
farmacéutica.

Na literatura foi reportado valor de recuperacdo para a isoniazida de 72% usando
o cartucho C18 (Analytichem) para amostra de plasma sanguineo, no qual foram adotados os
seguintes procedimentos de extracdo: lavagem sequencial do cartucho com 2 X 2mL de
metanol; 2 X 2mL de agua e 2 mL de tampéo fosfato de potéssio a 0,05M (pH 4,5). As
condicBes cromatograficas utilizadas para quantificagdo foram: fase mével: 3% de acetonitrila
e 0,06% de TFA, e a coluna utilizada foi uma C8 Spherisorb, 150 X 4,6 mm 5 pum — Supelco,
acoplada a uma pré-coluna C8. O fluxo da fase mével foi de 1,5 mL min™ e deteccéo de
254 nm. (SMITH et al., 1999).

Guermouche (2004) encontrou o percentual de recuperacdo da isoniazida de
87,2% * 4,9 em amostras de plasma sanguineo utilizando uma solu¢do de extragdo contendo a
isoniazida na concentragdo de 0,5 pg L™, e cartucho Oasis® HLB 60 mg da Waters. Para
esses experimentos foram consideradas as seguintes etapas de extra¢do: condicionamento com
1 mL de metanol, 1 mL de acetonitrila e ImL de tampé&o fosfato a 0,05 M (pH 4,5), e ap6s a
filtracdo da amostra, o cartucho foi lavado com 1 mL de tampédo fosfato na mesma
concentragéo e pH utilizado na etapa de condicionamento do cartucho. A eluigéo foi feita com
1 mL de solucdo de acetonitrila-metanol (1:1 v/v). O cartucho foi entdo evaporado a secura
com nitrogénio e em seguida a amostra foi reconstituida com 100 uL de metanol.

Com referéncia 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 areas
dos picos cromatograficos resultantes do processo de extracdo 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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influéncia direta no céalculo do percentual de recuperacdo do farmaco, inviabilizando a
validacdo das metodologias de extracdo, o qual segundo dados reportados em literatura, para
validacao dos procedimentos cromatogréaficos, as recuperacdes devem estar entre 85 e 115%
(LANCAS, 2004).

Com objetivo de otimizar a resposta cromatografica no que diz respeito a
quantificacdo do farmaco tanto na solucdo padrdo como para as amostras submetidas a SPE,
face as baixas concentracdes, foi alterado o volume de injecdo do método de analise, passando
de 20uL para 0 mesmo volume de extenséo do loop, ou seja, 100 uL, e foram mantidas todas
as outras variaveis cromatograficas, conforme Tabela 3.6.5 referente a materiais e métodos.
Espera-se que igualando o volume de injecdo a extensdo do loop, tem-se um aumento de
massa do analito no interior da coluna cromatogréafica, proporcionando assim uma melhor

quantificacdo, melhorando a performance cromatogréfica.
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Figura 4.1.2. Resultados cromatograficos da curva de calibragdo da isoniazida. (a) Branco; (b) Padréo
de 0,2 mg L™; (c) Padréo de 1,0 mg L™; (d) Padrdo de 1,5 mg L™"; (e) Padréo de 2,0 mg L™?; (f) Padréo

2,5mg L™ (g) Padréo de 10,0 mg L™
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A Figura 4.1.2 apresenta os resultados da curva de calibragdo da isoniazida obtida
pela CLAE. Com o aumento do volume de injecdo, foi verificado uma melhora significativa
na deteccdo do farmaco, sendo possivel evidenciar picos bem definidos com boa resolucéo, e
as intensidades dos sinais cromatograficos foram proporcionais as faixas de concentracao do
farmaco, e o tempo de retencdo (tg) da isoniazida foi reprodutivo (tg = 4,1 min). Quanto a
linearidade da metodologia analitica empregada, foi observado boa linearidade com
coeficiente de correlacdo de 0,99 indicando claramente que a metodologia analitica foi
satisfatoria para quantificar a concentracdo das amostras resultantes do processo de extracao
(SPE), sendo inclusive a mesma metodologia preconizada pela UNITED STATES
PHARMACOPEIA 33 (2010), amplamente utilizada pelas inddstrias farmacéuticas para
determinacdo do teor do principio ativo de isoniazida em comprimidos. Portanto, os baixos
percentuais de recuperacdo ndo podem ser atribuidos ao método cromatografico empregado.

Em referéncia aos demais cartuchos, em virtude dos valores indicados no grafico
Figura 4.1.1 nenhum dos sorventes avaliados (Oasis® HLB 60 mg 3mL e Oasis® HLB 30um
200 mg 6 mL), foram eficientes, no que se refere a retencdo da isoniazida na fase solida
pesquisada. Sendo assim, para consecucdo das demais fases previstas neste trabalho, foi
considerado apenas o farmaco preparado a partir da agua Milli-Q (0,22 um) na concentracao
de 10 mg L™ e transferido diretamente para o reator fotocatalitico.

Quanto aos demais resultados obtidos para o cartucho C18 500mg 3 mL da

Varian®, serdo apresentados e discutidos nos itens 4.1.2 e 4.1.3.

4.1.2 Influéncia do pH na etapa de condicionamento

Girotto et al., (2007) relataram que diversos sdo os fatores considerados na
otimizacdo do processo de extracdo por fase s6lida de compostos organicos. Dentre eles se
destaca o pH.

Da Silva & Collins (2011) reportaram que um dos parametros criticos a serem
observados durante a determinacdo dos poluentes organicos emergentes, principalmente
farmacos, € o que se refere ao pH o qual em muitos casos pode determinar a forma quimica do
analito em solucéo e, consequentemente, interferir na eficiéncia de extracdo. Por exemplo, 0
baixo percentual de recuperacdo do processo de extracdo das quinolonas (ciprofloxacino) foi
melhorado apds acidificacdo da solugdo em pH 2,5. Hernadez et al., (2007) ressaltam ainda a

importancia de escolher uma faixa de pH onde também n&o ocorra degradacao dos analitos.
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Figura 4.1.3. Perfil cromatografico das amostras resultantes do processo de SPE com o cartucho
Varian® Cy 500 mg 3 mL. (a) Concentragdo de 0,1 mg L™ (pH 3,0); (b) Concentracdo de
0,5 mg L™ (pH 3,0); (c) Concentracdo de 1,0 mg L™(pH 3,0); (d) Concentracéo de 1,5 mg L™ (pH 3,0);
(e) Concentracéo de 2,0 mg L™(pH 3,0); (f) Concentragéo de 2,5 mg L™(pH 3,0).
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As Figuras 4.1.3(a);(b);(c);(d);(e) e (f), apresentam os resultados cromatogréaficos
das amostras resultantes do processo de extragdo com o cartucho Varian® C18 500mg 3 mL.
Nota-se que 0s picos sairam bem definidos, porém com uma pequena resposta em area, e em
algumas concentracdes foram detectados picos préximos ao tempo de retencdo caracteristico
da isoniazida, podendo ser considerados interferentes, ou até mesmo indicios de formagao de
compostos intermediarios com caracteristicas semelhantes ao do farmaco em estudo.

Em relacdo aos demais picos registrados em diferentes tempos de retencdo (tg)
Figura 4.1.3 é provavel que em funcdo do condicionamento dos cartuchos realizados em pH
acido (agua Milli-Q pH 3,0), a isoniazida possa ter sofrido degradacdo. 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 decomposicdo, portanto de acordo com 0s
autores € razodvel argumentar que os baixos percentuais de recuperacdo (%R) e o
aparecimento de picos em diferentes tempos de retencéo (tg) conforme indicados nas Figuras
4.1.3 (a);(b);(c);(d);(e) e (f), pode ter sido em fungdo da formagdo de compostos
intermediarios, que serdo detalhados no item 4.2.1.6 do presente trabalho.

Diante da possibilidade de degradacdo da isoniazida na etapa de condicionamento,
cogitou-se a possibilidade de ndo realizar tal procedimento, o qual de acordo com dados da
literatura existem alguns cartuchos como, por exemplo, Nexus®, Chromabond EASY e
Oasis® HLB que nédo requer etapa de condicionamento antes da extracdo (WEIGEL et al.,
2004; ZHONGE et al., 2005; FONTANALS et al., 2007). Entretanto, alguns experimentos
realizados com o cartucho Nexus® comprovaram que a eficiéncia de extracdo podem
dimimuir, quando a etapa de condicionamento ndo é considerada (WEIGEL et al., 2004,
GIACOMETTI et al., 2002), provavelmente devido a resisténcia imposta pelo fase solida
durante a filtracdo da amostra, ou também devido ao fenbmeno da coelui¢do dos farmacos
(WEIGEL et al., 2004). Em face a observacdo ora relatada, os experimentos ndo foram
realizados.

Ainda com relacdo a influéncia do efeito do pH, Gomez et al.,(2006) testaram
difentes valores de pH (2,0, 4,0 e 7,0) através da aplicacdo da técnica de SPE em amostras
contendo compostos farmacéuticos e observaram que o maior percentual de recuperagdo foi

alcangado no pH 7,0.
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4.1.3 Influéncia do volume da solucao de extracdo sobre a recuperacéo do farmaco (%R)

O volume de extracdo também ¢é considerado um pardmetro critico nos
experimentos de SPE, tendo em vista que algumas caracteristicas fisico-quimicas do farmaco
podem sofrer influéncia da matriz.

Santos et al.,(2007) realizaram experimentos de SPE utilizando os cartuchos LC-
18, Envi Chrom P e Nexus® e farmacos pertencentes a classe terapéutica dos antibidticos
(tetraciclina, cefalexina, amoxilina e ampicilina), com objetivo de avaliar o efeito do volume
da solucdo de extracdo sobre a recuperacdo dos farmacos. Para tanto, foi realizado ensaios
considerando dois volumes distintos da solucdo de extracdo (50 e 250 mL). O volume que
apresentou a melhor retencdo dos farmacos foi de 50 mL, para cefalexina e tetraciclina
utilizando o cartucho Chrom P, obtendo o percentual de recuperacdo de 95,6 % e 81,0 %
respectivamente. Em relacdo 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 recuperacdo. Na analise da solucdo apos a filtracdo no cartucho foi detectado a
presenca de até 95% dos farmacos, sendo possivel concluir que os analitos eram arrastados

pelo proprio solvente da amostra, que nesse caso em especifico foi utilizado a dgua.

(@) N (b) HY
N HU/O/ ©

Figura 4.1.4. Férmula estrutural. (a) Isoniazida; (b) Paracetamol.

Suchara et al., (2007) reportaram baixa eficiéncia de extracdo para o paracetamol
que possui uma uma similaridade estrutural com a isoniazida Figura 4.1.4. Para a realizagéo
dos experimentos de SPE do paracetamol foram avaliados os seguintes sorventes: (PSDVB
“ndo funcionalizados”, Bakerbond SDB-1, Lichrolut EN, Chromabond HR-P, sorventes
funcionalizados PS-DVB de alta area, Isolut Env+, Chromabond EASY, e os co-polimeros
compostos de ambos mondmeros lipofilicos e hidrofilicos (OASIS® HLB, abselut Nexus®)
de baixa area superficial. Para todos os sorventes avaliados foram encontrados uma
recuperacdo na faixa de 0 — 72%, provavelmente devido a grande solubilidade do farmaco em

agua.
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Face ao observado por Suchara et al., (2007) e levando-se em consideragéo 0s
dados reportados na Tabela 2.4.1 nos permite concluir que a isoniazida apresenta elevada
solubilidade em agua, além também da alta polaridade, os quais € razoavel afirmar que devido
ao volume utilizado no procedimento de extracdo, o analito pode ter sido arrastado pelo

proprio solvente.

4.2 REMOCAO DA ISONIAZIDA PELO PROCESSO H,0,/UV

4.2.1. Estudo da influéncia da concentracdo inicial de H,O, sob o pH e condutividade

Com o intuito de maximizar o efeito da concentracdo do perdxido de hidrogénio
sobre o pH, objetivando alcancar maxima eficiéncia na taxa de mineralizagdo e degradacéo
do farmaco, foi realizado um estudo da influéncia da concentragdo de H,O, no pH natural do
efluente sintético. A concentracdo de H,O, utilizada variou de 0,84 mmol para propor¢do
molar [1C:1H,0,], e 1,86 mmol para proporcao molar [1C:2H,0].

A fotolise do peroxido de hidrogénio é dependente do pH, uma vez que em meio
alcalino a dissociacdo do H,O, é favorecida formando o ion HO,", que apresenta maior
absortividade molar (MELO et al.,2009).

Em altas concentracdes de peréxido de hidrogénio, podem ocorrer reacGes que
consomem radicais HO® conforme demonstrado nas Equacdes 15 a 17, afetando

negativamente o processo de degradacio (DOMENECH et al.,2001).

H,0;+ HO — H,0 + HO, (Equagéo 15)
HO, + HO'— H,0 + O, (Equacéo 16)
HO'+ HO'—» H,0, (Equagdo 17)

Como pode ser observado nas Figuras 4.2.1 (a) e (b), o per6xido de hidrogénio
causou uma sensivel reducdo no pH inicial do efluente sintético (pH natural), e esta variagdo
foi percebida ao longo de todos os tempos reacionais para ambas as proporc¢ées molares.

Neste contexto, Wong & Chu (2003) relataram que o pH inicial do meio apés a
adicédo do H,0; interfere no processo de fotodegradacdo. Adicionalmente, os autores chamam
a atencdo para determinagdo do valor 6timo de pH para cada molécula alvo que se deseja
fotodegradar.
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Em relacéo aos resultados obtidos nos experimentos realizados, temos que para a
proporcdo molar [1C:1H,0,] o pH logo apos a adi¢do de H,O, registrou o valor de 5,9
Figura 4.2.1 (a), enquanto que na propor¢cdo molar [1C:2H,0,] foi de 4,5 Figura 4.2.1 (b).
De acordo com a analise grafica realizada, é possivel argumentar que na razdo molar
[1C:1H,0,] a variacdo de pH ao longo da reagdo sé alcangou valor proximo do considerado
critico (pH 4,8) segundo Lewin & Hirsch (1985) no tempo de 10 minutos, fato que reforca a
tese da ocorréncia de compostos intermediarios somente ap0s esse tempo reacional,

exercendo uma pequena influéncia na taxa de reacao de oxidacao.
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(b)

H,0,/UV - [1C:2H,0,]

100

COT (% Remogdo)
8

N
o
1

Q :\9 qs) N O R N
Tempo (min)

Figura 4.2.1. Monitoramento continuo do pH em funcdo do % Remocéo de COT. (a) [1C:1H,0,]:
PHo 7,3; PHapss Hz02 5,9; PHeomin (Hz021uv) 3,8; (D) [1C:2H,0,]: pHoy 7,3; PHapss H202 4,55 PHsomin (H202/0v)
3,0. (m) % Remocéo de COT ( ®# ) pH.

Na razdo molar [1C:2H,0,] Figura 4.2.1 (b) o pH registrado logo ap6s a adicao de
H,O, foi de 4,5 proximo portanto do pH onde a INH sofre decomposi¢do (pH 4,8), sendo
assim logo no inicio da reacdo € razoavel afirmar que ja ocorra a formacdo de compostos
intermediarios.

Lira et al., (2006) reportaram que a faixa de pH étimo para o processo H,0,/UV
deve levar em consideracdo o efeito combinado de: (1) estabilidade do H,O, em fun¢do do
pH; (2) taxa de fotolise de H,O, em funcdo do pH (3) equilibrio de carbonatos, bicarbonatos
e acido carbénico e (4) caracteristicas do substrato alvo.

Bhutani et al., (2007) avaliaram a estabilidade da isoniazida frente a uma solugéo
de HCI na concentracdo de 1 mol L™, sendo observado para este ensaio mais de 50% de
degradacdo em quatro dias. Os autores ressaltam ainda que a velocidade da hidrélise em meio

acido foi superior a observada em agua ou no meio alcalino.
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Figura 4.2.2. Espectros da isoniazida, &cido isonicotinico e isonicotinamida obtidos pelo DAD durante
as andlises cromatogréficas. 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 intermediarios conforme apresentado na Figura 4.2.2. Nota-se claramente que em
pH &cido (2,5) ocorre um incremento na formacédo de intermediarios quando comparado com
0 pH préximo a neutralidade (pH 6,8), confirmando efetivamente que o pH &cido favorece a
reacao de formacgédo dos compostos intermediarios da isoniazida. A Figura 4.2.3 apresenta as
estruturas quimicas das formas idnicas presentes no meio reacional correspondente as faixas

depHde 2,5¢6,8.
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Figura 4.2.3. Formas ibnicas da isoniazida e de seus compostos intermediarios em valores de pH de
2,5 e 6,8. Fonte: Wollinger et al., 2008.

Portanto, pode-se concluir que a concentracdo de H,O, exerceu uma influéncia
direta no pH inicial do meio reacional, possibilitando além da formacdo de produtos de
degradacédo, como ja anteriormente mencionado, alteracdo na taxa de reacdo de oxidacdo do
farmaco (% de Remocédo de COT) para ambas propor¢des molares avaliadas. Deste modo, a
constante da taxa de reacdo da isoniazida é fortemente dependente do pH do meio reacional.

Com respeito aos resultados de condutividade, serad apresentado apenas os dados
obtidos para os experimentos na propor¢cdo molar [1C:1H,0,], o qual foi observado um
aumento discreto e gradual na condutividade, podendo estar associado ao ataque do radical
HOe que promove a descaracterizacdo da molécula original do farmaco, transferindo ions
organicos e inorganicos para a solugdo, que além de reduzir o pH em funcdo dos novos
produtos formados, aumenta a condutividade (Fig.4.2.4). Entretanto, a formacdo de espécies
ibnicas poderia ser convenientemente confirmada por meio da analise da cromatografia de

ions, 0 que ndo foi possivel realizar neste trabalho.

H,0,/UV-[1C:1H,0 ]

Condutividade (u

0 T T T T T T T T T T T -0
0 10 20 30 40 50 60

Tempo (min)

Figura 4.2.4. Monitoramento de pH e condutividade em todos os tempos reacionais na propor¢do molar
[1C:1H,0,]. (A) Condutividade S cm™ (e) pH.
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Com referéncia aos dados obtidos na propor¢do molar [1C:2H,0,], ndo seréo
reportados pois ndo demonstraram-se consistente, talvez devido a erros experimentais, ou

entdo a formacao de compostos intermediarios em excesso.

4.2.1.1 Determinacdo do percentual de remocao de COT

A Figura 4.2.5 apresenta os percentuais de remogcdo de COT alcangados via

processo H,0,/UV, para ambas as propor¢des molares investigadas.

100
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m[1C:1H202]
m[1C:2H202]
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A
N

Tempo de Reacdo (min) Q& S

Figura 4.2.5. Percentual de remocéo de COT (%) em funcéo do tempo reacional.

De acordo com os resultados experimentais obtidos (Figura 4.2.5), observou-se
gue a remocdo de COT ocorreu de forma satisfatoria, alcancando 100% de mineralizacdo em
30 minutos de reacdo para a propor¢do molar [1C:1H,0,]. Vale ressaltar que apds esse tempo,
0 percentual de remocéo reduziu para 95,2% voltando novamente a alcancar o patamar de
100% somente no tempo de 60 minutos. A analise de tais resultados permite supor, portanto,
que a maior parte (ou a totalidade) do carbono remanescente em solugdo esta relacionado a
presenca de compostos intermediarios, os quais sabidamente sdo formados em pH 4,8
conforme anteriormente discutido e apresentam-se mais reativos do que a molécula original
do farmaco e o ataque do radical HO® ocorreu preferencialmente nesses compostos
consumindo os radicais HO', retardando a velocidade de degradacdo e consequentemente 0
atingimento do estado pseudo estacionario da reacéo, o que justifica a completa mineralizagédo

somente no tempo reacional de 60 minutos.
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Em relac&o a proporgdo molar [1C:2H,0,], a maxima taxa de oxidacdo somente
foi alcancada em 60 minutos. A diferenca entre os perfis das taxas de mineralizagéo, parece
estar associado a formacdo dos compostos intermediarios observado logo no inicio da reacéo,
face os valores de pH alcancados logo nos instantes inciais.

Segundo Caretti & Lubello (2003), os radicais hidroxil tém meia vida de,
aproximadamente, 10us e séo capazes de reagir muito rapidamente e pouco seletivamente
com a maioria dos compostos organicos e inorganicos no meio aquoso.

N&o foram encontrados dados disponiveis na literatura sobre a degradacdo da
isoniazida para nenhum processo oxidativo avangado. Entretanto, para efeito de discusséo dos
resultados, buscou-se avaliar farmacos com estruturas moleculares similares submetidos ao
mesmo processo de tratamento utilizado neste trabalho.

Neste sentido, foi constatado que os resultados obtidos para degradacdo da
isoniazida encontram-se em consonancia com 0s experimentos realizados por Trovo et al.,
(2011) os quais também avaliaram a eficiéncia da fotodegradacdo pelo processo H,O,/UV
para a amoxicilina e paracetamol, no que se refere a influéncia da concentracdo inicial de
H.O,, objetivando o aumento da velocidade de mineralizacdo. Foram avaliados as
concentracdes na faixa de 5 a 20 mmol L™ no pH natural da solugo (4,2 - 4,5), e os autores
observaram que dobrando e quadruplicando a concentracdo de 5 para 10 e 20 mmol L™
respectivamente, a degradacdo total da amoxicilina ocorreu em apenas 1 min, enquanto na
presenca de 5 mmol L™ de H,O, foram necessarios 5 min. Entretanto, 0 mesmo
comportamento ndo foi observado com relacdo a degradacdo do paracetamol. Portanto,
segundo os autores o0s resultados de remoc¢do de COT demonstraram que a mineralizagdo de
ambos os farmacos é independente da concentragdo inicial de H,O..

(@) N N
N H

Figura 4.2.6. Formula estrutural. (a) Isoniazida; (b) Paracetamol.

Diante das argumentacdes expostas, pode-se inferir que tais resultados podem ser
associado com os resultados obtidos para a isonazida na proporc¢do molar [1C:2H,0,] Figura
4.2.6 (a) devido a semelhanca estrutural com o paracetamol Figura 4.2.6 (b), onde mesmo
aumentando a concentracdo de H,O, ndo se observou a degradagéo da isoniazida em menores

tempos reacionais.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:Paracetamol-skeletal.svg

121

Com respeito a validacdo do processo de tratamento proposto, de acordo com 0s
dados apresentados na Figura 4.2.5 no tempo reacional de 60 min foi obtido apenas 5,0% de
remocao de COT quando da exposicao de forma isolada a luz UV. Em relacdo a exposicéo ao
H,0, foi alcancado apenas 13% de remocao de COT para proporcao [1C:1H,0;]. Enquanto
que para a propor¢do molar [1C:2H,0,], ndo foi observado remogéo. Esperava-se um maior
percentual de remocdo de COT na propor¢do molar [1C:2H,0,] do que na proporcao
[1C:1H,0,], devido a maior concentracdo de H,O, no meio reacional (1,86 mmol), entretanto,
ndo foi o0 que ocorreu.

Tais resultados nédo invalidam o processo proposto, o qual comparando esses
resultados com os reportados anteriormente por Trové et al., (2011), ndo foi observado
reducdo no tempo reacional simultaneamente ao aumento da concentracdao de H,O,, sendo
possivel concluir de acordo com as autores que a mineralizacdo dos farmacos € independente
da concentracgéo inicial de H,0..

Segundo dados experimentais reportados por Lobo & Ried (2008) o perdxido de
hidrogénio possui um potencial de oxidacdo em meio aquoso de 1,79 V, i.e valor abaixo do
potencial do radical hidroxila que é de 2,80 V, pois na auséncia da radiacdo UV, ndo ocorre a
formacdo de radicais OH". Sendo assim, os resultados obtidos para remocéao do teor de COT
em solugéo aquosa, nas condigdes do ensaio controle estdo coerentes.

Ainda segundo Xu et al., (2007;2009), Wang et al., (2005); Sundstron
et al.,(1989) relataram que o0 uso dos processos isolados na oxidacdo de compostos organicos
apresentaram baixa eficiéncia de degradacdo direta do efluente quando submetido apenas a
radiagdo UV e apenas ao H,O, mesmo para elevados tempo de reacéo.

Neste contexto Lira et al., (2006) reporta que ao submeter efluentes provenientes
de uma industria petroquimica, com COT, = 4 mgC L™ (aproximadamente a mesma
concentracdo inicial de carbono presente no efluente sintético contendo a isoniazida), e
concentragdo de [H,0,] = 6,9 mM, observou uma significativa reducdo na eficiéncia de
remocao do COT do efluente na auséncia de luz UV, uma vez que ndo sdo gerados radicais

hidroxila.
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4.2.1.2 Monitoramento da degradacao da INH via analise espectrofotometrica UV-Vis

4.2.1.2.1 Espectro do composto puro

Antes de realizar as leituras das amostras no espectrofotbmetro UV-Vis
resultantes do processo de fotodegradacdo, foram realizados experimentos confirmatorios,
para validar a metodologia inicialmente proposta.

As metodologias previstas nos compéndios oficiais de analises preconizam que a
analise de identificacdo de substancias com alto grau de pureza, nesse caso a isoniazida,
devem apresentar absorcao molecular maxima no espectro do UV-visivel no comprimento de
onda de 212 a 265 nm (UNITED STATES PHARMACOPEIA 33, 2010).

Solugdo Padrao de Isoniazida Ci =10 mg L-1 1G] lsonazdal =

NH,
0,61

Abs

A/

0,4

300 400 500 600 700
Wavelength (nm)

Figura 4.2.7. Perfil de absorc&o molecular da solucfo padréo da isoniazida a 10 mg L™ no pH natural
da solugéo (pH 7,3).

A Figura 4.2.7 apresenta o espectro de absor¢do molecular obtido para a INH no
t = 0 na concentragdo inicial de 10 mg L™. Como pode ser observado, o espectro apresentou
pico de absorcdo bem definido, exibindo méximo em 264,1 nm, estando, portanto compativel
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 proporc¢ao molar [1C:1H,0,] indicando
a sobreposicéo espectral do meio reacional.
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Figura 4.2.9. Espectros de varredura completa no UV-Vis para propor¢cdo molar [1C:2H,0,],
indicando a sobreposicao espectral do meio reacional.

Os espectros de absorcdo obtidos para ambas propor¢fes molares Figuras 4.2.8 e
4.2.9, apresentaram ao longo do tempo reacional uma sensivel diminui¢do da absorbancia das
principais bandas caracteristicas do farmaco indicando que o anel piridinico parece ser
rompido e consequentemente a perda do efeito terapéutico para o qual o farmaco foi

concebido. Simultaneamente, foram observadas mudancas continuas nas regides entre 590,9 a
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669,0 nm acusando uma discreta absorcao variando de 0,004 a 0,006, e também nas regibes
de 600,0 a 622,1 nm com absor¢do de 0,004 a 0,007, confirmando que concomitante a
degradacéo do farmaco, ocorreu a formacao de outros compostos.

E importante registrar que a absorcao do H,O, ocorre no comprimento de onda de
220 nm. Entretanto, ndo foi observada nenhuma banda de absor¢do nesse comprimento de
onda, 0 que nos permite concluir que o H,O, foi totalmente convertido em radicais HO',

mediante a Equacéo 21.

H,0; + hv— 2 HO’ (Equacdo 21)

Outro dado relevante observado nos espectros obtidos para a proporcdo molar
[1C:2H,0,] Figura 4.2.9, foi o surgimento logo no primeiro minuto de rea¢do de uma banda
de absorcdo superior a banda de absorcdo da solucdo padrdo de isoniazida 10 mg L™,
caracterizando a formac&o de intermediérios no comprimento de onda proximo ao do farmaco
em analise, confirmando a hipdtese experimental inicialmente postulada.

Favila et al., (2007) determinaram o espectro UV-Vis da isoniazida e de seus
principais produtos de degradacdo. Segundo os autores ndo foram observadas diferencas
significativas entre os espectros da isoniazida, isonicotinamida e do &cido isonicotinico sendo
possivel argumentar que esses compostos apresentam absorcdo maxima proximo do

comprimento de onda caracteristico da isoniazida.

|
! . H
\ o M.
e I\ NH;
a i "\\ Isoniazida <€ | B
b — e
5
o | I
r |I -
v |} 1 O, OH
i 'ul .
\ . <
n '\_/’l\ Acido Isonicotinico™ - 1 ~
e . -
i
| !
iy
a |II I D l“-t,.I
1
i
| -
\_/.'\ Isonicotinamida < | -
1 "
— T

comprimento de onda (nm)

Figura 4.2.10. Espectros de absor¢do na regido do UV-Vis da isoniazida, acido isonicotinico e
isonicotinamida obtidos pelo DAD durante as analises cromatogréficas (pH 6,8). Fonte: Adaptado de
Wollinger et al., 2008.
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Wollinger et al., (2008) caracterizaram os perfis dos espectros de absorcdo na
regido do UV-Vis para a isoniazida, &cido isonicotinico e isonicotinamida Figura 4.2.10. Os
resultados confirmam efetivamente que as bandas de absor¢do com o comprimento de onda
préximo da isoniazida obtidos nos experimentos de fotodegradacéo, pertencem de fato a esses
produtos de degradacao.

Outro aspecto importante que chama a atengdo diz respeito a diminui¢cdo mais
acentuada da intensidade das bandas de absor¢édo caracteristicas da isoniazida, para propor¢do
molar [1C:2H,0;] Figura 4.2.9 do que para propor¢do molar [1C:1H,0,] Figura 4.2.8, o qual
pode ser facilmente confirmada tendo em vista os elevados percentuais de mineralizacéo
alcancados logo nos primeiros minutos de reacdo e se mantendo até 10 minutos Figura 4.2.11,

até que passa se observar a formacao de compostos intermediarios que consumem os radicais

HO’ retardando a velocidade da reag&o.
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Figura 4.2.11. %Remocao de COT em funcdo do tempo. (¢) Mineraliza¢do do farmaco para propor¢do
molar [1C:1H,0,]; (=) Mineralizac¢do do farmaco para propor¢do molar [1C:2H,0,].



126

(a) (b)

) = M

\\\ \ \vé INTERMEDIARIO
04—

\w \\ 5:1.3 \ 7\

—
“; \ . N

Abs

'\__h\——

b “ 200 250 300 350 400
Wavelength {nm)

00
Wavelength nm)

Figura 4.2.12. Espectros de varredura no UV-Vis. (a) Aliquota retirada no TRH de 1 min na proporcao
molar [1C:1H,0,]; (b) Aliquota retirada no TRH de 1 min na propor¢do molar [1C:2H,0,].

A andlise de tais resultados permite supor um aumento da ocorréncia de
compostos intermediarios, o qual foi confirmado com o aparecimento de uma banda de
absorcéo superior a banda caracteristica da solucdo padrdo de isoniazida logo no primeiro
minuto de reacdo Figura 4.2.12 (b), retardando a degradacdo do farmaco alvo, em funcgéo da
possibilidade destes atuarem como seqtiestradores de radicais HO'. Com relacdo a proporcao
molar [1C:1H,0,], foi observado o mesmo comportamento, apds o tempo reacional de 30
minutos quando foi observado uma ligeira queda na taxa de conversao, em funcéo da reducéo
dos radicais HO", em funcéo destes terem sido sequestrados pelos compostos intermediarios
formados.

Por fim, é importante ressaltar que embora a espectrofotometria de absor¢édo
molecular no UV-Vis seja amplamente utilizada na industria farmacéutica por ser tratar de um
método farmacopéico para determinacdo do teor de principio ativo, podendo também ser
empregada em testes de dissolu¢do e no monitoramento da cinética de degradacdo em formas
farmacéuticas, para consecucdo desses experimentos esse recurso analitico foi meramente
qualitativo.

Segundo Crews et al.,(1998) a espectrometria de absor¢do no UV-Vis embora ndo
seja uma ferramenta de identificacdo por exceléncia, permitiu um rapido reconhecimento de
pequenas diferengas estruturais na molécula original da substdncia, comprovando
efetivamente a potencialidade e importancia desta técnica analitica para monitoramento do
comportamento do farmaco em ensaios de fotodegradacdo utilizando os POA como
tecnologia terciaria de tratamento.
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4.2.1.3 Investigacdo da concentracao de NH3; formada no meio reacional

Figura 4.2.13 Férmula estrutural da isoniazida destacando os &tomos de nitrogénio.

Os principios ativos e excipientes farmacéuticos possuem na sua grande maioria
atomos de nitrogénio em sua férmula estrutural, que em funcdo da degradacdo, esses
compostos podem ser facilmente convertidos a amonia, aumentando a sua concentragdo no
efluente final.

Sobre a investigacdo da concentracdo de amdnia possivelmente gerada durante a
reacdo de fotodegradacdo via processo H,0./UV, para este trabalho foi proposto o
monitoramento continuo sendo os efluentes amostrados em todos os TRH, face a molécula da
isoniazida apresentar em sua estrutura quimica 3 atomos de nitrogénio, sendo um desses
pertencente a funcdo amina (Figura 4.2.13).

Nesse sentido, a amoénia é considerada um parametro critico de controle em
estacdo de tratamento de efluentes, especialmente em indUstrias farmacéuticas dotadas de
sistemas terciarios como exemplo os POA, o qual segundo Esteves & Harremdes (1998),
destacam além do aspecto da toxicidade aos organismos vivos, a amonia é a principal forma
de nitrogénio associada ao incremento da produtividade primaéria, levando a deterioracdo da

qualidade da 4gua dos corpos d’agua.
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Figura 4.2.14. Formacao de am6nia no meio reacional. (a) Perfil de formacao de am6nia na proporgédo
molar [1C:1H,0,] onde [NH;]o = 0,01 mg L™ ; [NHs]mex = 0,73 mg L™ no tozuv = 60 min; (b) Perfil
de formacdo de aménia na proporcdo molar [1C:2H,0, Jonde a [NH3l, = 001 mg L™
[NHa]max = 1,07 mg L™ no tyzoz0yv = 60 min. (m) COT (% Remocgéo) () NH; mg L™

Com respeito as vias de degradagdo do nitrogénio, sabe-se que existem duas vias
de degradacdo, uma formando o ion nitrato (NO3) e uma outra via dando origem ao ion
amonio (NH4"). Diante do resultado preliminar obtido com base em calculos estequiométricos
com a molécula da isoniazida, constatou-se que a possibilidade de formacao do ion aménio é
maior, tendo em vista que os célculos tedricos revelaram valores de am6nia no meio reacional

de 2,5 mg L™ (concentragdo maxima possivel de ser formada). Portanto, para este trabalho
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foi escolhido apenas 0 monitoramento da rota que contribui para aumentar a concentragéo
deste ion resultante do processo de fotodegradacéo.

A concentracdo de amoénia inicial, foi determinada ap6s o imediato preparo do
efluente sintético contendo a isoniazida numa concentracéo de 10 mg L ™. Portantonot =0 a
concentracao inicial de amdnia obtida foi de 0,01 mg L™.

Com base nos resultados das Figuras 4.2.14 (a) e (b), 0 aumento da concentracéo
da amonia 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 saida dos
grupamentos (regiosseletividade) representado na Figura 4.2.13 pelas regibes 1 e 2
(H2N — NH), por estar localizado na extremidade da molécula, sobretudo por ndo apresentar

impedimento estérico, além de estar associado ao reduzido tamanho destes grupos.

1 [9 i

NH, 'CCH—NHZ ¢
|\ LU |\ — |\ +  HN—NH,
N/ +e° N/ N/
B i - - Amoénia

Isoniazida

Figura 4.2.15. Mecanismo de formagdo da amodnia no meio reacional.
Fonte: Adaptado de Bhutani et al., 2007.

A Figura 4.2.15 apresenta o possivel mecanismo proposto por Bhutani et
al.,(2007), o qual destaca a formacdo da aménia no meio reacional, resultado da degradacéo
da molécula de isoniazida.

Em relacdo a regido 3 Figura 4.2.13, observa-se uma maior complexidade para
saida do nitrogénio desta posicdo, devido a exigéncia da quebra de um numero maior de
ligacGes.

Rezende et al., (2010) relataram mecanismos semelhantes na formacgédo de ions
cloreto e nitrato em funcdo da degradacdo eletroquimica da molécula de clorofenicol em
reator de fluxo. Os autores ressaltam que a facilidade de saida dos grupamentos contendo
atomos de cloro e nitrogénio, ocorre em funcdo da baixa estabilidade e devido a localizagéo
destes grupos substituintes estarem posicionados na extremidade da molécula.

Os resultados apresentados na Figura 4.2.14 (a) e (b), indicaram ainda que na
proporcao molar [1C:1H,0,] com o aumento do TRH os valores da concentragdo de amonia
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aumentam de forma linear, alcancando valor méximo de 0,73 mg L™ no tempo 60 min; e na
proporcdo molar [1C:2H,0,], observa-se 0 mesmo comportamento, entretanto a concentragéo
final é quase 2 vezes superior (1,07 mg L™). Este comportamento é um forte indicativo da
formacéo de um namero maior de produtos intermediarios de degradacao contendo atomos de
nitrogénio, induzida pela maior quantidade de radicais HO", presentes no meio reacional,
favorecendo o ataque em posi¢des onde os atomos de nitrogénio estdo presentes aumentando

a concentracao da amdnia no meio reacional.

Tabela 4.2.1. Concentracdo de amonia formada no meio reacional nos ensaios controles

[1C1H202] [1CZH202]
Tempo (min)
NH; mg L™ NH; mg L™
60 (H,0,) 0,02 0,02
60 (UV) 0,13

Para os ensaios controles, foram observados baixas concentracGes de aménia no
meio reacional, conforme pode ser visto na Tabela 4.2.1. Esses resultados sugerem que em
virtude da auséncia dos radicais HO’, a molécula de isoniazida ndo sofre alteracdes
significativas quando submetida apenas a radiacdo UV, bem como apenas ao H,0, a 30% v/v.
Portanto, ndo se observa formacao de aménia, sendo assim, de acordo com os dados obtidos
para 0s ensaios controles, pode-se inferir mais uma vez que o processo H,O,/UV foi validado

nas condi¢des em que se desenvolveram 0s experimentos.

4.2.1.4 Determinacdo da concentracdo residual de INH via CLAE-EM

Os cromatogramas obtidos por CLAE-EM, em ambas as propor¢des molares, para
todos os TRH monitorados, estdo apresentados no Anexo A e B. Para a propor¢do molar
[1C:1H,0,] foi observado que a intensidade do pico relativo a isoniazida (tg = 2,9 min)
diminui gradualmente com o transcorrer da reacdo, indicando o consumo continuo do

farmaco, até a sua total degradacéo, conforme Anexo A.
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Figura 4.2.16. Concentracdo de isoniazida efetivamente degradada calculada a apartir do CLAE-EM,
para proporcdo molar [1C:1H,0,]. (m) COT (% Remog&o) (*) INH mg L™.

De acordo com a Figura 4.2.16 pode-se concluir que ap6s o tempo reacional de
5 minutos 100% da isoniazida havia se degradado, entretanto com uma taxa de mineralizagao
de apenas 16,7%, reforcando a tese inicialmente apresentada da formacdo de produtos
intermediarios, e por isso ndo € conveniente inferir a respeito da completa mineralizacdo do
farmaco. Somente no tempo de 30 minutos, é que foi observado 100% de taxa de
mineralizacdo. A divergéncia entre estes resultados parece estar associado a formacdo de
produtos de intermediarios (Anexos C, D, E, F, G, H) que serdo detalhadamente reportados no
item 4.2.1.5.

Em relacdo aos ensaios controles, os resultados obtidos estdo em perfeito acordo, o
qual a aplicacdo isolada do UV e H,0, ndo apresentaram resultados expressivos, registrando
valores respectivamente de 4,0 mg L™ i.e apenas 60% de degradacdo e 10 mg L™ ! ou seja,
nenhuma conversdo de isoniazida foi observada utilizando apenas H,O, a 30% v/v, sendo

possivel concluir que o processo mais uma vez foi validado.
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Figura 4.2.17. Concentracdo de isoniazida efetivamente degradada calculada a apartir do CLAE-EM,
para proporcdo molar [1C:2H,0,]. (m) COT (% Remocéo) (*) INH mg L™.

A Figura 4.2.17 apresenta o grafico da concentracdo degradada do farmaco versus
consumo de substrato (%COT) em funcdo do tempo reacional. O sistema mostrou ser
altamente eficiente na degradacdo do farmaco em estudo, alcancando 100% de taxa de
degradacdo apds 5 minutos de reacao.

Os resultados obtidos para 0s ensaios controles, estdo em consonancia com
Bhutani et al.,(2007) os quais relataram que a isonazida quando exposta apenas a irradiacdo
UV ndo sofre degradacdo extensiva, alcancando apenas 60% de taxa de degradacdo. Em
relacdo ao ensaio isolado com adi¢cdo de H,O, foi obtido apenas 53% de taxa de conversao.

Em relacdo aos demais cromatogramas, foram observados picos com o tempo de
retencdo proximo ao da isoniazida, e em alguns cromatogramas foram também observados um
aumento da intensidade do sinal, podendo indicar a formacdo de produtos de degradacdo com
maior absor¢do e no mesmo comprimento de onda da isoniazida, ora 0 consumo destes
produtos pelos radicais HO™ dando origem a outros compostos com caracteristicas similares a

isoniazida.
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4.2.1.5 Identificagdo e monitoramento dos compostos intermediarios da isoniazida via CLAE-
EM

Outra série de andlises foram realizadas incluindo a cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplado a um espectrometro de massa (CLAE-EM), para monitorar ndo apenas a
degradacdo da isoniazida, mas também a formacdo e caracterizacdo dos compostos
intermediérios formados ao longo dos tempos reacionais.

A fotodegradacdo da isoniazida apds a exposi¢do ao processo H,O,/UV ocorreu
de forma bastante extensiva, conforme pode ser observado nos espectros de massa no modo
de varredura completa obtidos via infusdo direta. Os compostos intermediarios formados
estédo apresentados conforme indicados nas Figuras 4.2.18 (a), (b), (c), (d) e (e) identificados
como hidrazina (m/z 32,05); acido isonicotinico (m/z 123,11); isonicotinamida (m/z 122,12);
acido isonicotinico etilideno hidrazida (m/z 163,18); acido isonicotinico N’- (piridil-4-
carbonil)-hidrazida (m/z 242,23); &cido isonicotinico piridino-4-ilmetileno-hidrazida (m/z
226,23), 0s quais passaremos a discutir sobre 0s seus possiveis mecanismos cinéticos de
formacéo.

E importante destacar que para efeito do estudo de caracterizacdo dos compostos
intermediarios, foi considerado apenas os espectros obtidos no tempo reacional de 7 minutos,
para ambas as propor¢des molares, em virtude da total degradacéo do farmaco observada ap6s
5 minutos de reagéo.
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Figura 4.2.18. Espectros de varredura obtidos via sistema CLAE-EM por infusdo direta. (a) Aliquota

retirada apos t = 7 min de reagdo [1C:1H,0,]; (b) Aliquota

retirada ap6s t = 7 min de reacdo

[1C:2H,0,]; (c) Aliquota retirada ap6s t = 50 min de reacdo [1C:2H,0,]; (d) Aliquota retirada apds
t = 60 min de reagdo [1C:1H,0,]; (e) Aliquota retirada apds t = 60 min de reacdo [1C:2H,0,].

Tabela 4.2.2. Compostos intermediarios formados no decorrer dos ensaios com o processo H,O,/UV

. Tempo Massa
Farmaco de Molar Nome do A
. Referéncia
Original Retencéo Composto
g min (tz)  (m/2)
ND 32,05 Hidrazina
C\\\C
=
2,84 122,12 o | Isonicotinamida
pae
2,90 123,11 = Acido isonicotinico
[ Bhutani, et

J

z

al., 2007.
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Figura.4.2.19. Espectros de massa da isoniazida e dos compostos intermediarios formados.
(a) Isoniazida (m/z 136); (b) Acido isonicotinico (m/z 122); (c) Isonicotinamida (m/z 121); e (d) Acido
isonicotinico N’-(piridil-4-carbonil)-hidrazida (m/z 241).
Adaptado de Bhutani et al., 2007.
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Vale ressaltar que as andlises de caracterizacdo dos compostos intermediarios
foram realizadas num equipamento de CLAE-EM, contendo um Unico analisador de m/z. Com
isso, ndo foi possivel realizar experimentos de fragmentacdo com o intuito de confirmar os
produtos formados. Entretanto, o processo H,O,/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 identificacdo dos compostos intermediarios formados conforme
Figura 4.2.19 e Tabela 4.2.2.

Nas analises de CLAE-EM esses compostos foram monitorados e as suas
respectivas cinéticas de formacao/decomposicdo foram apresentadas nos graficos nos itens a
sequir do presente trabalho. Caso 0 experimento tivesse sido realizado num equipamento de
CLAE-EM/EM seria possivel realizar experimentos de fragmentacdo para confirmagdo dos
compostos intermediarios previamente relatados.

Os gréficos de cinética de formacao/desaparecimento dos diferentes compostos
foram tragados em fungdo da area dos picos cromatograficos referentes aos diferentes
intermediarios nos diferentes tempos de retencdo em que foram amostrados. Em alguns casos,
é relatado que a cinética de formacdo/desaparecimento pode ser tracada em funcdo da
porcentagem da area de um determinado composto frente & soma das areas de todos 0s
compostos. Essa abordagem, entretanto foi preterida frente a primeira por dois motivos:
i) para que ela funcione, é necessario conhecer todos os produtos de degradacdo formados;
caso contrario, a formacao de outro produto desconhecido pode distorcer significativamente
os dados; ii) os produtos formados apresentam propriedades quimicas muito distintas (alguns
sdo acidos, outros neutros e outros basicos), de modo que a facilidade com que ionizam sao
muito diferentes. Com isso, ndo é possivel comparar a area desses compostos, desse modo
considera-se que a resposta sera a mesma para todos. No caso da abordagem utilizada, a
resposta a partir da qual a cinética é tracada é sempre proveniente do mesmo composto,
eliminando esse efeito.

Para os produtos de degradacdo que encontravam-se acima do Limite de Detecgéo
(LD) e Limite de Quantificacdo (LQ), as areas foram integradas e os cromatogramas estéo
apresentados nos Anexos C; D; E; F; G; H. Porém como ndo ha substancia quimica de
referéncia disponivel comercialmente para todos os compostos intermediarios formados no

meio reacional, a andlise se processou apenas de forma qualitativa.
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4.2.1.5.1 Estudo da cinética de oxidacao do &cido isonicotinico

De acordo com as Figuras 4.2.18(a) e (b), foi constatado um fragmento com ion
quasimolecular (m/z) 124 apresentando uma abundancia superior do que a propor¢do molar
[1C:2H,0,]. Com o intuito de melhor avaliar o comportamento dos intermediarios formados,
foi construido um grafico correlacionando a area normalizada de cada composto como uma
fungdo do tempo reacional. Deste modo, os resultados indicaram que o &cido isonicotinico é
formado logo nos primeiros minutos de reacdo quase que na mesma concentracdo da
proporcéo molar [1C:2H,0,] (Figura 4.2.20).

Estes resultados sugerem que a isoniazida é altamente susceptivel ao ataque dos
radicais OH" se decompondo muito rapidamente. Entretanto para a propor¢do [1C:1H,0,],
observa-se que a degradacdo deste composto ocorre de forma mais lenta, tendo em vista uma
menor concentracdo de radicais OH' no meio reacional, e a sua total eliminacdo somente foi

alcancada no tempo reacional de 10 minutos.

[H,0,/UV]
T T T T T T T T T T T
1,0 1 - 1,0
0,8 - 0,8
0,6 - 0,6
< &
~ —~
< 044 L 04 >
0,2 - 0,2
0,0 Nt = = = T0,0
T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60
Tempo (min)

Figura 4.2.20. Comportamento cinético do acido isonicotinico (m/z) 124 em fungdo do tempo de
exposicdo ao processo H,O,/UV. (m) Acido isonicotinico [1C:1H,0,]; (# ) Acido isonicotinico
[1C:2H,0,].

Para a proporcdo molar [1C:2H,0,], observa-se um perfil completamente distinto,
o0 qual o composto intermediario é rapidamente consumido pelos radicais OH" (Figura 4.2.20).

O aparecimento deste produto intermediario parece estar associado a um outro composto com
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caracteristicas e massa molecular semelhante ao do &cido isonicotinico. Entretanto, para
caracterizar precisamente este composto, seria necessario a analise na CLAE-EM/EM,
todavia, ndo houve recursos para sua realizacéo.

No que se refere a toxicidade, mesmo ndo tendo sido realizado tais anélises, de
acordo com os dados bibliograficos j& apresentados anteriormente indicam que este produto
intermediério apresenta certo grau de toxicidade, sendo possivel inferir que a presenca desse

composto no meio ambiente oferece potenciais riscos.

4.2.1.5.2 Estudo da cinética de oxidacao da isonicotinamida

Os dados obtidos para 0 monitoramento desse composto encontram-se de acordo
com os resultados apresentados no espectro de massa da Figura 4.2.18(a), o qual ndo acusou a
presenca desse ion na proporcdo molar [1C:1H,0;]. Tais resultados indicam que em funcéo
da baixa concentracdo de radicais OH’, o ataque sobre a molécula da isoniazida ocorre de

forma menos intensiva, resultando na formacédo de intermediarios em pequena proporgao.

H202/UV
U T T T T T T T T T T T T
- 1,0
- 0,8
- 0,6
>
O\
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- 0,2
- L L L 40,0
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Tempo (min)

Figura 4.2.21. Comportamento cinético da isonicotinamida (m/z) 120,8 em funcdo do tempo de
exposi¢édo ao processo H,O,/UV. (M) Isonicotinamida [1C:1H,0,]; (A) Isonicotinamida [1C:2H,0,].

Em referéncia a propor¢do molar [1C:2H,0;], Figura 4.2.18(b), foi possivel
observar nitidamente a presen¢a do fragmento caracterizado pelo ion quasimolecular (m/z)

120,8. Diante da anélise grafica (Figura 4.2.21), pode-se afirmar que logo no inicio da reacéo
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observa-se a formacdo de uma pequema concentracdo desse composto, mais que é
imediatamente degradado nos primeiros minutos de reagéo, indicando ser este produto menos

resistente ao ataque do radical OH".

4.2.1.5.3 Estudo da cinética de oxidacdo do acido isonicotinico etilideno hidrazida

Para os compostos intermediérios em referéncia, os resultados dos espectros de
massa Figuras 4.2.18 (a) e (b) ndo detectaram a sua presenca no meio reacional,
provavelmente por estar abaixo dos limites de deteccdo 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 abundancia.

[H,0,/UV]

AlA

0 10 20 30 40 50 60

Tempo (min)

Figura 4.2.22. Comportamento cinético do acido isonicotinico etilideno hidrazida (m/z) 162,2 em
funcdo do tempo de exposigdo ao processo H,O,/UV. (#) Acido Isonicotinico Etilideno Hidrazida

[1C:1H,0,]; (& )Acido Isonicotinico Etilideno Hidrazida [1C:2H,0,].

De acordo com a Figura 4.2.22 nota-se um comportamento similar aos mecanimos
anteriormente discutido. Todavia, € digno ressaltar que esse intermediadrio apresenta uma
estrutura molecular mais complexa caracterizado pela presenga de radicais com maior

reatividade, indicando possiveis diferentes caminhos de reagédo, dando origem continuamente



142

a outros compostos, com caracteristicas semelhantes a este intermediério. Por isso, justifica-se
um maior tempo de reacdo para se atingir o estado estacionario sendo observado somente no

tempo reacional de 50 minutos quando foi alcanc¢ada a sua total eliminacéo.
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Figura. 4.2.23. Mecanismo de formacéo dos produtos de degradacao da INH.
Fonte: Adaptado de Bhutani et al., 2007.
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Em relacdo aos demais fragmentos contidos nos espectros de massa Figuras
4.2.18 (a); (b); (c); (d); (e) é importante destacar a presenca da hidrazina em ambas as
proporcbes molares, representado pelo ion 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 formacdo do acido isonicotinico N’- (piridil-4-carbonil)
hidrazida (m/z) 241,1 e o &cido isonicotinico piridino-4-ilmetileno-hidrazida (m/z) 224,8 o0s
quais apresentaram uma discreta abundancia, e por isso ndo foi possivel obter os seus
espectros de massa. Sob o ponto de vista ambiental 0 composto intermedidrio mais
preocupante é a hidrazina o qual segundo dados toxicoldgicos 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
hepatotdxicos, hiperglicemia e cancer.

Em face ao exposto, embora tenha se observado que esse composto forma-se
numa pequena faixa de concentracdo, 0 seu monitoramento é extremamente importante sob o
ponto de vista ambiental, em virtude do elevado grau de toxicidade.

O mecanismo de formacdo do 4&cido isonicotinico N’- (piridil-4-carbonil)-
hidrazida esta representado na Figura 4.2.23. Ainda de acordo com as consideragdes
mecanisticas apresentadas por Bhutani et al., 2007, a formacdo da aménia, parece estar
associada a saida do grupamento HN- NHo.

4.2.1.6 Determinacgdo do modelo cinético de fotodegradacédo da isoniazida

A cinética dos diversos reatores fotocataliticos pode ser avaliada partindo-se de
modelos consagrados na literatura, e pode ser desenvolvida conforme cada tipo de reator,
dependendo das condicGes e caracteristicas existentes tanto do substrato como dos objetivos
estabelecidos para os ensaios com o substrato alvo.

Em virtude da elevada taxa de degradacdo e o0s complexos mecanismos
envolvidos na reacdo de fotodegradacdo da isoniazida, ndo foi possivel determinar a cinética
de degradacdo pela avaliacdo direta da concentragdo residual do farmaco alvo no meio
reacional. Em face ao exposto, a avaliacdo da cinética foi realizada por meio da medida
indireta da eficiéncia de degradacdo do farmaco, expressa como percentual de remocédo de
carbono organico total (% Remogéo de COT).

Neste contexto, 0s ensaios realizados para ambas as propor¢cdes molares de

C:H,0, foram avaliados quanto a atividade de fotodegradacdo do farmaco, buscando
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determinar os valores 6timos dos pardmetros que maximizassem a degradagdo fotocatalitica

do contaminante alvo.

4.2.1.6.1 Experimento [1C:1H,0;]

A partir dos dados experimentais obtidos para os ensaios desenvolvidos para essa
proporcdo molar, foram testados varios modelos para ajustar a uma equacao que descrevesse a
concentracdo ao longo do tempo reacional no reator fotocatalitico utilizado.

O modelo que melhor representou a curva experimental é indicado por um

polindbmio de 42 ordem, conforme a Figura 4.2.24.

%% Remocio
COT = N

Tempo (min)

Figura 4.2.24 Representacdo gréfica da funcdo polinomial de 4% odem para as reagdes de
fotodegradacéo do farmaco na propor¢do molar [1C:1CH,0,].

Ainda com relacdo aos experimentos na propor¢do molar [1C:1H,0,] tem-se uma
menor concentracdo de perdxido no meio reacional. Em decorréncia desse efeito
provavelmente a concentracdo de peroxido influéncia na expressdo da taxa de reacéo.
No entanto, ndo foi possivel mensurar de forma precisa sua concentracdo no meio reacional,
impossibilitando a determinacdo correta da equagdo da taxa, sendo possivel apenas descrever
a concentragdo ao longo do tempo reacional, através de uma equacgéo polinomial de 42 ordem,

conforme Equacéo 22:

Coor = 4,2 — 0,608 t + 0,313t2 — 0,056t3 + 0,0028t* ( Equagdo 22)
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4.2.1.6.2 Experimento [1C:2H,0;]

Para determinacdo da cinética de reacdo para propor¢do molar [1C:2H,0;] foi
realizada medida indireta da degradacdo da INH atraves das medidas de COT, em funcdo da
répida degradacgdo do farmaco no meio reacional, impossibilitando a retirada de aliquotas em
intervalos de tempos menores.

Foram testadas diversas expressdes de taxa do tipo homogénea, onde a taxa de
reacao é proporcional a velocidade especifica e a concentracéo dos reagentes, elevados a uma

ordem especifica. Sendo assim, a Equacdo assume a seguinte forma:

(= 7cor) = k(354 nm)- Clor- [Hy 05]% (Equacao 23)
(Expressdo da taxa de reagéo)
Onde:

(I254nm) = Intensidade da energia luminosa e comprimento de onda da radiacdo UV 254 nm
[H,0, ]*= Concentracdo de H, O, no meio reacional
n = Ordem de reacdo em relagéo ao COT
a = Ordem de reacdo em relacdo a concentracdo inicial de H, O,
k = Velocidade especifica da reacdo (indica a quantidade de farmaco que se degrada por
unidade de tempo), calculada a partir da inclinacdo da reta em cada tempo da retirada da
aliquota do reator fotocatalitico.

Para a proporc¢do molar [1C:2H,0,] foi possivel inferir as seguintes suposicdes:

i - Taxa de incidéncia da energia luminosa em excesso em relacdo ao COT.

ii - A concentracdo de H, O, é aproximadamente constante (excesso) em reacao ao
COT.

Logo:

(=7cor) = k'.Clor (Equagao24)

Como a reacdo se processou em fase liquida, pode-se aplicar a Equacéo 25, onde:

Ceor = Clor (1 — Xcor) (Equacéo 25)
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O balanco no reator batelada fornece:

t= Cor fOX COT% (Equagio 26)

Foi realizado o método integral de anélise e foi encontrado ordem 2 (n = 2) de
maior correlacdo (R?*= 0,999), indicando que este foi o melhor modelo que se adequou aos

dados experimentais referentes aos ensaios realizados.

Substituindo na expresséo da taxa de reagdo temos:

dXcot

t= Cr J, " } (Equagéo 27)
k"(CgOT (1- Xcor))
Rearranjando a expressdo, temos a Equacao 28:

0 ", _ (Xcor dXcor x
Coor- k.t = | oo (Equagcio 28)
A integracdo da expressao acima fornece a Equacdo 29
k.t.Coyp = 20T (Equacéo 29)

1-Xcor

Regresséo Linear:

T y=A+B*X
] Paréametro Valor Error '
A 0,07468 0,06997
47 0,0915 0,00296
3 R SD N P

0,99584 0,15748 10 <0,0001

Xeor (1-X o)

0 T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50

tempo (min)

Figura 4.2.25. Regresséo linear dos dados experimentais para propor¢do molar [1C:2H,0,].
(m) Xcor/(1-Xcor).
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X ~ . .
A plotagem da curva % versus tempo de reacdo nos permite determinar a
—4coT

velocidade especifica da reacdo, conforme Figura 4.2.26.
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Figura 4.2.26. Taxa de degradagdo da isoniazida em funcdo do tempo reacional para célculo da
velocidade especifica. (m) Conversao de isoniazida (Xnp).

De acordo com os resultados obtidos a partir da analise grafica realizada na Figura
4.2.25 e 4.2.26, demonstraram claramente que 0s pontos experimentais se adequaram de
forma satisfatéria ao modelo cinético proposto de ordem 2 (n = 2), para a reacdo de
degradacdo da isoniazida. O coeficiente angular da reta conforme apresentado pela Figura

4.2.25 nos fornece k'.C2,; . Dessa forma que a expressdo da taxa desdobra-se em:

(=1cor) = k'.(Ccor)? (mg/L min) (Equagio 30)

E o valor de k€ igual a:
(k) = 0016 mg.L!min
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5 CONCLUSAO

Diante do atual cenario e das perspectivas recentes fundamentadas nas pesquisas
de identificacdo e quantificacdo dos poluentes emergentes, especialmente os residuos de
farmacos, cremos ser fundalmentalmente necessario o desenvolvimento e aprimoramento de
novas técnicas analiticas com o intuito de se conseguir otimizar sobretudo reduzir custos para
alcancar a rapida determicacdo desses poluentes nas diversas matrizes ambientais, este que
parece ser sem duvida nenhuma o principal desafio do presente tema.

Em consonancia com as modernas praticas de pesquisa, 0 presente trabalho
avaliou a degradacdo fotocatalitica da isoniazida, via processo H,O,/UV utilizando o farmaco
pertecente a classe terapéutica dos antibioticos, utilizado no protocolo clinico recomendado
para o tratamento da tuberculose pulmonar. Diante dos resultados obtidos pode-se concluir
que:

Devido a alta polaridade do farmaco, associados ao elevado volume empregado
nos procedimentos de extracdo adicionalmente as condi¢cbes de condicionamento dos
cartuchos em pH acido (Agua Milli-Q em pH 3,0), o qual parece estar associado a principal
causa da degradacdo da isoniazida, ndo foi possivel alcancar percentuais de recuperacao
satisfatorios a ponto de possibilitar a validacdo das metodologias empregrada.

A concentracdo de H,O, adicionado antes do start up do reator, exerceu uma
influéncia significativa no pH inicial do meio reacional, possibilitando além da formacao de
produtos de degradacao, alteracdo na taxa da reacdo de oxidacdo do farmaco (% Remocéo de
COT) para ambas proporcdes molares avaliadas. Deste modo, a constante da taxa de reacéo
da isoniazida é fortemente dependente do pH do meio reacional.

Com referéncia a tecnologia utilizada para degradar a isoniazida, 0 processo
H.O,/UV apresentou uma excelente performance na degradacdo e mineralizacdo em meio
aquoso para ambas as propor¢des molares. Este processo possibilitou a obtencdo de taxas de
degradacdo de 100% aps6s o tempo reacional de 30 minutos para propor¢do molar de
[1C:1H,05]. No que se refere ao monitoramento da condutividade e concentracdo de amonia
no meio reacional, os resultados indicaram que ndo houve alteracGes significativas com base
nos limites determinados para lancamento de efluentes de industria farmacéutica, de acordo
com a nova Resolucdo CONAMA de N° 430 de 13 de maio de 2011. A despeito da formacao
dos produtos de degradacéo, os resultados obtidos na CLAE-EM comprovaram efetivamente

a sua presenca no meio reacional, entretanto numa menor propor¢do quando comparado a
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propor¢cdo molar [1C:2H,0;], sendo totalmente degradado e mineralizado ao longo dos
tempos reacionais, desaparecendo completamente.

Para proporcdo molar [1C:2H,0,], foi observado um comportamento similar dos
parametros acima monitorados, com apenas uma diferenca marcante no que diz respeito a
formagéo dos produtos de degradacdo, o qual sua ocorréncia foi observada numa maior
proporgdo. Este fendbmeno parece estar associado a degradacdo mais extensiva do farmaco, o
que retardou o atingimento do estado estacionario, sendo possivel observar somente no tempo
de 60 minutos 100% de remoc¢do de COT. Com referéncia ao estudo do comportamento
cinético da reacdo de oxidagdo dos compostos intermediarios formados, foram observados
que mesmo ap6s 100% de mineralizacdo, o sistema de Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia acoplado a Espectrometria de massa detectou novamente a presenca de um
composto, indicando possivelmente a presenca de outro composto intermediario talvez com
as mesmas caracteristicas fisico-quimicas e peso molecular do intermediério inicialmente
identificado e confirmado com os resultados obtidos por Bhutani et al, 2007.

Na determinacdo do modelo cinético foi observado que a degradacdo da
isoniazida apresentou uma cinética de segunda ordem, entretanto, € necessaria uma pesquisa
adicional a fim de estabelecer menores intervalos de amostragem, para melhor compreender a
cinética de degradacéo da isoniazida.

Por fim, em face aos resultados experimentais obtidos que comprovaram
efetivamente toda a potencialidade deste sistema, é razodvel argumentar que o processo
H,0,/UV ¢ eficiente para mineralizar e degradar a isoniazida, entretanto ndo é conveniente
inferir que o processo € seguro, pois o0 presente trabalho ndo contemplou os ensaios para
avaliar a toxicidade residual, bem como a atividade antibacteriana dos efluentes resultantes do

processo de tratamento avaliado.

6 RECOMENDACAO PARA TRABALHOS FUTUROS

Realizar novos ensaios para identificar um sorvente compativel com as
caracteristicas fisico-quimicas apresentados pelo farmaco.

Estabelecer intervalos menores de tempos para melhor caracterizar o modelo
cinético do experimento.

Com o intuito de investigar a atividade farmacoterapéutica dos produtos de

degradacédo formados, bem como avaliar a sua toxicidade, devera ser realizado testes in vitro e
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in vivo para efetivamente comprovar que os compostos formados no meio reacional ndo
exibem nenhuma atividade farmacol6gica e nem tdo pouco toxicidade.

Realizar testes com o efluente real, para avaliar a eficiéncia do processo
H.0,/UV, frente a degradacdo e mineralizacdo da isoniazida presente nos efluentes de origem
farmacéutica.

Proceder andlises das amostras resultantes do processo de fotodegradacdo, na
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa com detetor de massa, para maior

exatidao na confirmacdo dos produtos de degradacdo formados.
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ANEXO A - CROMATOGRAMAS OBTIDOS VIA SISTEMA CLAE-EM EM TODOS OS
TRH PARA O CALCULO DO PERCENTUAL DE DEGRADACAO DA ISONIAZIDA E
MONITORAMENTO DOS COMPOSTOS INTERMEDIARIOS FORMADOS APOS O
PROCESSO H,0,/UV PARA PROPORCAO MOLAR [1C:1H,0;].

Curva de Calibragéao
Nome Equacéo da Reta R? RSD
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Resultados (t = 0min) [1C:1H,0,]

tr i Conc.
Nome (min) Area (mg LY %
Isoniazida 2,83 444333320,6 10 0
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Resultados (t = 1 min) [1C:1H,0;]

Resultados (t = 3 min) [1C:1H,0,]

tr Conc. t._q Conc.
Nome (min) Area (mgL™Y 9% Nome (min) Area (mgL™ %
Isoniazida 2,86 4961321 0,099 99,01 Isoniazida | 3,02 670878 0,085 99,2
MCouns uan > WCourtd Ouan 13331382
ISONIAZIDA ISONIAZIDA
) N/: 0 ke sz/n 0
] \ 1 0] } x
aH | / 4 N/
il & Zs D 1 “,,_,!I: ES) o Fl 3 T
Resultados (t =5 min) [1C:1H,0;] Resultados (t = 7 min) [1C:1H,0,]
tr Conc. tr Conc.
Nome (min) Area (mg L™ % Nome (min) | Area | (mgL?% %
Isoniazida 2,85 10144752 0,202 99,8 Isoniazida 2,83 0 0 100
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e . ] INTERMEDIARIO
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Resultados (t = 10 min) [1C:1H,0,]

Resultados (t = 20 min) [1C:1H,0,]

tr Conc. tr Conc.
Nome (min) Area (mg LY % Nome (min) Area | (mgL™) %
Isoniazida 2,83 0 0 100 Isoniazida 2,83 0 0 100
1 COMPOSTO ] COMPOSTO
INTERMEDIARIO = INTERMEDIARIO
. “ﬂﬂ‘;’: T_"gﬂm 22 rneg;mm Ern-::m
-_JE i': 3|E 'nru:I: lb 1‘ 2‘] 2!5 _'“El
Resultados (t = 30 min) [1C:1H,0;] Resultados (t = 40 min) [1C:1H,0,]
tr Conc. tr Conc.

Nome (min) Area (mg L™) % Nome (min) Area (mg L™ %
Isoniazida 2,83 0 0 100 Isoniazida 2,83 0 0 100
[ L3N 1 kCownt] Quan 1383(1382)
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Resultados (t = 50 min) [1C:1H,0;]

Resultados (t = 60 min) [1C:1H,0,]

tr Conc. tr Conc.
Nome (min) Area (mg LY % Nome (min) Area (mg LY %
Isoniazida 2,83 0 0 100 Isoniazida 2,83 0 0 100
KCoure) Cuan > kCount] Quan 1383(138.2%]
' COMPOSTO = COMPOSTO
i INTERMEDIARIO ] INTERMEDIARIO
= ] Foren ] e e
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Resultados (t = 60 min UV) [1C:1H,0,] Resultados (t = 60 min H,0,) [1C:1H,0,]
tr Conc. tr Conc.
Nome (min) Area (mg L) % Nome (min) Area (mg L) %
Isoniazida 2,86 194720320 3,9 61 Isoniazid 3,03 547775808 10,0 0
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ANEXO B - CROMATOGRAMAS OBTIDOS VIA SISTEMA CLAE-EM EM TODOS OS
TRH PARA O CALCULO DO PERCENTUAL DE DEGRADACAO DA ISONIAZIDA E
MONITORAMENTO DOS COMPOSTOS INTERMEDIARIOS APOS O PROCESSO
H,0,/UV PARA PROPORCAO MOLAR [1C:2H,0;]

Resultados (t =1 min) [1C:2H,0,] Resultados (t = 3 min) [1C:2H,0,]
tr Conc. tr Conc.
Nome (min) Area (mg LY % Nome (min) Area (mg LY %
Isoniazida 2,9 403771008 8,0 20 Isoniazida 29 95979904 1,9 98
ol HZN/: R HZN/N o
& &
- N/ “H N/
ISONIAZIDA \ ISONIAZIDA \
ispian = rimpa -
!b 2!] 2!5 'I|II'EL !b 1!] 1!5 'IHI'EL
Resultados (t =5 min ) [1C:2H,0,] Resultados (t =7 min) [1C:2H,0,]
tr Conc. tr Conc.
Nome (min) Area (mg L™ % Nome (min) Area (mg L™ %
Isoniazida 2,8 0 0 100 Isoniazida 2,8 0 0 100
T m o COMPOSTO
COMPOSTO INTERMEDIARIO
= INTERMEDIARIO
& & E _'ML ES kS S n.lul

Resultados (t = 10 min) [1C:2H,0,]

|

Resultados (t = 20 min) [1C:2H,0,]
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tr Conc. tr Conc.

Nome (min) Area (mg L™ % Nome (min) Area (mg LY %
Isoniazida 2,8 0 0 100 Isoniazida 2,8 0 0 100
= N COMPOSTO 1

IN'I(':ISQI\I/\I/IPSDSI;ORIO INTERMEDIARIO
" vesgai] Foatien P Fliren
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Resultados (t = 30 min) [1C:2H,0,] Resultados (t = 40 min) [1C:2H,0,]
tr Conc. tr Conc.
Nome (min) Area (mg L™ % Nome (min) Area (mg L™ %
Isoniazida 2,8 0 0 100 Isoniazida 2,8 0 0 100
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Resultados (t = 50 min) [1C:2H,0,]

Resultados (t = 60 min) [1C:2H,0,]

tr Conc. tr Conc.
Nome (min) Area (mg LY % Nome (min) Area (mg LY %
Isoniazida 2,8 0 0 100 Isoniazida 2,9 0 0 0
™ COMPOSTO
INTERMEDIARIO n ]
- E) £ E3 1...,,': & E2 = e
Resultados (t =60 min UV') [1C:2H,0,] Resultados (t = 60 min H,0,) [1C:2H,0,]
Tr Conc. Tr Conc.
Nome (min) Area (mg L™ % Nome (min) Area (mg L™ %
Isoniazida 2,9 194720320 3,9 61 Isoniazida 2,9 2721242 47 53
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ANEXO C
COMPOSTO

[1C1H202]
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CROMATOGRAMAS OBTIDOS VIA SISTEMA CLAE-EM DO
ISONICOTINICO)
FORMADO AO LONGO DOS TEMPOS REACIONAIS NA PROPORCAO MOLAR DE

INTERMEDIARIO DA

ISONIAZIDA

(ACIDO

Resultados (t = 1 min) [1C:1H,0,]

Resultados (t = 3 min) [1C:1H,0,]

TR TR
Nome (min) Area Nome (min) Area
Acido 2,92 676589696 Acido 2,90 494284320
Isonicotinico Isonicotinico
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Resultados (t =5 min) [1C:1H,0,]

Resultados (t =7 min) [1C:1H,0,]

Tr Tr
Nome (min) Area Nome (min) Area
Acido 2,92 443046944 Acido 2,92 255955920
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Resultados (t = 10 min) [1C:1H,0,]

Resultados (t = 20 min) [1C:1H,0;]

Tr Tr
Nome (min) Area Nome (min) Area
Acido 2,90 150468816 Acido 2,90 7545068
Isonicotinico Isonicotinico
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Resultados (t = 30 min) [1C:1H,0,]

Resultados (t = 40 min) [1C:1H,0,]

Nome (min) Area Nome (min) Area
Acido 2,83 0 Acido 2,83 0
Isonicotinico Isonicotinico
] e o] ]
il :b— J B & i RS E B —-millj
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Resultados (t = 50 min) [1C:1H,0,]

Resultados (t = 60 min) [1C:1H,0,]

Tr Tr
Nome (min) Area Nome (min) Area
Acido Isonicotinico 2,83 0 Acido Isonicotinico 2,83 0
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Resultados (t = 60 min UV) [1C:1H,0,]

Resultados (t = 60 min H,0,) [1C:1H,0,]

TR TR
Nome (min) Area Nome (min) Area
Acido Isonicotinico 2,92 376996768 Acido Isonicotinico 2,93 320244288
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ANEXO D - CROMATOGRAMAS OBTIDOS VIA SISTEMA CLAE-EM DO
COMPOSTO INTERMEDIARIO DA ISONIAZIDA (ACIDO ISONICOTINICO)
FORMADO AO LONGO DOS TEMPOS REACIONAIS NA PROPORCAO MOLAR DE
[1C:2H,03].

Resultados (t =1 min) [1C:2H,0,] Resultados (t = 3 min) [1C:2H,0,]
Tr Tr
Nome (min) Area Nome (min) Area
Acido Isonicotinico 2,90 375911328 Acido Isonicotinico 2,87 260084240
o] W ] SN
& / [ i /
E ! N \
1 Es y E! | 3 ! 19 y T
Resultados (t =5 min) [1C:2H,0,] Resultados (t =7 min) [1C:2H,0,]
Tr Tr
Nome (min) Area Nome (min) Area
Acido Isonicotinico 2,87 2278568 Acido Isonicotinico 2,91 37921756
E st | 7 O,
] » I | . [
‘\N \ r \N \
! 7 T 7 o] - o
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Resultados (t = 10 min) [1C:2H,0,]

Resultados (t = 20 min) [1C:2H,0;]

Tr Tr
Nome (min) Area Nome (min) Area
Acido Isonicotinico 2,83 0 Acido Isonicotinico 2,90 7893153
kCounty uan MCounf Cuan In.
O\\‘C/DH
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Resultados (t = 30 min ) [1C:2H,0,] Resultados (t =40 min) [1C:2H,0;]
Tr Tr
Nome (min) Area Nome (min) Area
Acido 2,91 0 Acido 2.83 0
Isonicotinico Isonicotinico
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Resultados (t = 50 min) [1C:2H,0,]

Resultados (t = 60 min) [1C:2H,0,]

Tr Tr
Nome (min) Area Nome (min) Area
Acido 2,90 0 Acido 2,83 0
Isonicotinico Isonicotinico
O\\\\-‘C/OH ] E
= g [ 2] ]
A N \
N .
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Resultados (t = 60 min UV) [1C:2H,0,]

Resultados (t = 60 min H,0,) [1C:2H,0,]

Tr Tr
Nome (min) Area Nome (min) Area
Acido Isonicotinico 2,92 376996768 Acido Isonicotinico 2,90 251056832
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ANEXO E -
COMPOSTO

ISONIAZIDA

(ACIDO
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CROMATOGRAMAS OBTIDOS VIA SISTEMA CLAE-EM DO

INTERMEDIARIO DA ISONICOTINICO

ETILIDENO HIDRAZIDA) FORMADO AO LONGO DOS TEMPOS REACIONAIS NA
PROPORCAO MOLAR DE [1C:1H,0,]

Resultados (t = 1 min) [1C:1H,0,]

Resultados (t = 3 min) [LC:1H,0,]

Tr Tr
Nome (min) Area Nome (min) Area
Acido isonicotinico 1,21 17809380 Acido isonicotinico 1,22 17021740
etilideno hidrazida etilideno hidrazida
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Resultados (t =5 min ) [1C:1H,0,] Resultados (t =7 min ) [1C:1H,0,]
Tr Tr
Nome (min) Area Nome (min) Area
Acido isonicotinico 1,22 4113180 Acido isonicotinico 1,23 19485790
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Resultados (t = 10 min) [1C:1H,0,]

Resultados (t = 20 min) [1C:1H,0;]

Tr Tr
Nome (min) Area Nome (min) Area
Acido isonicotinico 1,21 11685921 Acido isonicotinico 1,22 50027800
etilideno hidrazida etilideno hidrazida
O\C—N—N:CH g O\C—N—N=CH 1
H | H
5] = | CHs 1 - / ’ CH, E
- \ ; - \ _
1 ds o = I ,'m_‘z_ I: T T I o
Resultados (t =30 min) [1C:1H,0,] Resultados (t =40 min) [1C:1H,0;]
Tr Tr
Nome (min) Area Nome (min) Area
Acido isonicotinico 1,23 10351073 Acido isonicotinico 1,22 17199014
etilideno hidrazida etilideno hidrazida
. O\C—N—N=CH O\C—N—N=CH
/ | CH3 25 = ‘ CH,
i S \ _ - \

s




208

Resultados (t = 50 min) [1C:1H,0,]

Resultados (t = 60 min) [1C:1H,0;]

Tr Tr
Nome (min) Area Nome (min) Area
Acido isonicotinico 1,21 10358260 Acido isonicotinico 1,21 5934468
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etilideno hidrazida
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Resultados (t =60 min UV) [1C:1H,0,]

Resultados (t = 60 min H,0,) [1C:1H,0,]

Tr Tr
Nome (min) Area Nome (min) Area
Acido isonicotinico 1,21 13434830 Acido isonicotinico 1,23 5851945
etilideno hidrazida etilideno hidrazida
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ANEXO F - CROMATOGRAMAS OBTIDOS VIA SISTEMA CLAE-EM DO
COMPOSTO INTERMEDIARIO DA ISONIAZIDA (ACIDO ISONICOTINICO
ETILIDENO HIDRAZIDA) FORMADO AO LONGO DOS TEMPOS REACIONAIS NA

PROPORCAO MOLAR DE [1C:2H,0,]

Resultados (t = 1 min) [1C:2H,0,]

Resultados (t = 3 min) [1C:2H,0,]

Tr Tr

Nome (min) Area Nome (min) Area
Acido isonicotinico 1,23 6383866 Acido isonicotinico 1,23 4486849
etilideno hidrazida etilideno hidrazida

O\C—N—V\ O\C—N—r\
e ]
1= \N \ \N \
! T 3 T T o z 3 T T o

Resultados (t =5 min ) [1C:2H,0,]

Resultados (t =7 min) [1C:2H,0,]

Tr Tr

Nome (min) Area Nome (min) Area
Acido isonicotinico 1,21 6282618 Acido isonicotinico 1,23 0
etilideno hidrazida etilideno hidrazida

MCours an MCound
E O\C—N—N:CH O\CfNih
H | 1 H =

A % CH, - |

- ‘ 15 \N 3
2e] N \
25 mk e rmg—.fg T'-Egmm

minuees |

[End
S aarcn
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Resultados (t = 10 min) [1C:2H,0,]

Resultados (t = 20 min) [1C:2H,0;]

Tr Tr
Nome (min) Area Nome (min) Area
Acido isonicotinico 1,24 0 Acido isonicotinico 1,21 0
etilideno hidrazida etilideno hidrazida
MCoungy Quan MCoung uan a
26
123 o = O\o—u—N:m—« 7
B \c—:—N:OH _ | CHs
CHy
~ | 4 ]
| B \ \
N
159 o] ]
1= mﬁ rm_;g
x| [Erd Etar| End
Search [pearch Emarc Eearch

Resultados (t = 30 min ) [1C:2H,0,]

Resultados (t =40 min) [1C:2H,0,]

Tr Tr
Nome (min) Area Nome (min) Area
Acido isonicotinico 1,22 0 Acido isonicotinico 1,21 3744350
etilideno hidrazida etilideno hidrazida
MCowrfs Guan MCounl Cuan 9530 (163.0+
15 o)
174 A e 3
O\C—Q—N:CH ¢ u NiTH
CHs
b / | o 15 / ‘ 3
N Sy \
15 N \
1e e Fiart] tmgrmtion
14
13 \\
] 1o I I
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Resultados (t = 50 min) [1C:2H,0,]

Resultados (t = 60 min) [1C:2H,0;]

Tr Tr
Nome (min) Area Nome (min) Area
Acido isonicotinico 1,21 0 Acido isonicotinico 1,21 0
etilideno hidrazida etilideno hidrazida
riren] e e ]
ds i = & e o E s

Resultados (t = 60 min UV ) [1C:2H,0,]

Resultados (t = 60 min H,0, ) [1C:2H,0,]

Tr Tr

Nome (min) Area Nome (min) Area
Acido isonicotinico 1,21 13434830 Acido isonicotinico 1,21 4793647
etilideno hidrazida etilideno hidrazida
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“ O\C—N—NZCH ] 7 \C*uiN:T‘ |
H | / o ]

- CHs : ‘
25 | - - X

Y \ ] ’ \ ]
2 T_-Egmm ] 1] rmg—.axg 4
. 1 14 ™ 4

N N

Zo

1o




ANEXO G -

212

CROMATOGRAMAS OBTIDOS VIA SISTEMA CLAE-EM DO

COMPOSTO INTERMEDIARIO DA ISONIAZIDA (ISONICOTINAMIDA) FORMADO
AO LONGO DOS TEMPOS REACIONAIS NA PROPORCAO MOLAR DE [1C:1H,0;],

Resultados (t = 1 min) [1C:1H,0,]

Resultados (t = 3 min) [1C:1H,0,]

Tr Tr
Nome (min) Area Nome (min) Area
Isonicotinamida 2,84 0 Isonicotinamida 2,84 0
WCountd MCount] =]
= 7 % 2 28 2 ) EL & N Ly 4 ol 3 ah e
Resultados (t =5 min ) [1C:1H,0;] Resultados (t =7 min) [1C:1H,0,]
Tr Tr
Nome (min) Area Nome (min) Area
Isonicotinamida 2,84 0 Isonicotinamida 2,84 0
MCoung MCourg an
150 g - rizoran] -




213

Resultados (t = 10 min) [1C:1H,0,]

Resultados (t = 20 min) [1C:1H,0;]

Tr Tr
Nome (min) Area Nome (min) Area
Isonicotinamida 2,84 0 Isonicotinamida 2,84 0
= - q =< E n3s] Precraia l_:m:w
T n T an T = T = . e I 5 Y i Ay EERRRAN
Resultados (t =30 min) [1C:1H,0,] Resultados (t =40 min) [1C:1H,0;]
Tr Tr
Nome (min) Area Nome (min) Area
Isonicotinamida 2,84 0 Isonicotinamida 2,84 0
MCouT an 01210 o | MCowrly Quan
L]
T :le T :lg T 3][ ﬁl ﬂ: el 2!5 !!5 2= !!9 2!1 "I_" rrinuees)
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Resultados (t = 50 min) [1C:1H,0,]

Resultados (t = 60 min) [1C:1H,0,]

Tr Tr
Nome (min) Area Nome (min) Area
Isonicotinamida 2,84 0 Isonicotinamida 2,84 0
= mu:g - ] mé? :—,’;“m
T I T T T 1 T E»,_ s I L= Y ok Al iy B ]
Resultados (t = 60 min UV ) [1C:1H,0;] Resultados (t = 60 min H,0,) [1C:1H,0,]
Tr Tr
Nome (min) Area Nome (min) Area
Isonicotinamida 2,84 Isonicotinamida 2,84 0
Cun 12100121.0~ ; Pl Cupn 121.0(121.0+ 1
., - " - - e |
J: Je T I: 1z £ EERp K H ] Ie pl Iz Iz N Fl E] i
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CROMATOGRAMAS OBTIDOS VIA SISTEMA CLAE-EM DO

COMPOSTO INTERMEDIARIO DA ISONIAZIDA (ISONICOTINAMIDA) FORMADO
AO LONGO DOS TEMPOS REACIONAIS NA PROPORCAO MOLAR DE [1C:2H,0;],

Resultados (t = 1 min) [1C:2H,0,]

Resultados (t = 3 min) [1C:2H,0,]

Tr Tr
Nome (min) Area Nome (min) Area
Isonicotinamida 2,86 263107024 Isonicotinamida 2,85 62606356
MCoung an Mot
-~ C\C/NH; C\C/NH;
. B
“ N, X, {
' oz s ol ol i 1 . ] N . 1s T 1g s EN £l Bl M;
Resultados (t = 5 min) [1C:2H,0,] Resultados (t = 7 min) [1C:2H,0,]
Tr Tr
Nome (min) Area Nome (min) Area
Isonicotinamida 2,84 0 Isonicotinamida 2,84 0
MCourl n Moot
11259 rtzcrmi = I . ,..,:ﬁ E’,gn:" 1
4 !!5 |5 ! !!? 2!1 I_"' minRes| £ J ﬂE ! "IE 95 3|I: ﬂ i! —




216

Resultados (t = 10 min) [1C:2H,0,]

Resultados (t = 20 min) [1C:2H,0;]

Tr Tr
Nome (min) Area Nome (min) Area
Isonicotinamida 2,84 0 Isonicotinamida 2,84 0
MCout Cuan i MCour Guan
1.025
= 3
[ H !
1.ms~ - 1.0024
2.0 3 ]
st ass @ o] =nd
Integratian] Infegration Inbegration mi=gration B
Etar] End Eharf End L)
0.3 | Search)| L) — Search| [mach
o35 ! 1
LE= LI L] d
a5
0.3254 h- |
J= J= L 3= = EN Eh BB e M i 1 E i Ay 1 ]
Resultados (t = 30 min) [1C:2H,0,] Resultados (t = 40 min) [1C:2H,0,]
Tr Tr
Nome (min) Area Nome (min) Area
Isonicotinamida 2,84 0 Isonicotinamida 2,84 0
MCount Lan D= MCounlp Guan 124.0(124.0=
? 1.00% [ .
1084 - '
[} 057
104 { - nssa] ! o ’
et End - Etar] |
n Imisgraor 0 jrmgration 052 Integratior] misgrazar
0.3 -
e = - ;ﬂ,+
03054 "
naH ! -
08754
L]
gy T 5 T T T T T EERAA H I & I & EY W R
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Resultados (t = 50 min) [1C:2H,0,]

Resultados (t = 60 min) [1C:2H,0;]

Tr Tr
Nome (min) Area Nome (min) Area
Isonicotinamida 2,84 0 Isonicotinamida 2,84 0
i T T T T T T T H I I I I I Eh I EERRRANN
Resultados (t = 60 min UV) [1C:2H,0,] Resultados (t = 60 min H,0,) [1C:2H,0,]
Tr Tr
Nome (min) Area Nome (min) Area
Isonicotinamida 2,84 0 Isonicotinamida 2,84 85446312
MCoung an a = ] MCount an a i
1.100] - A C\\C/NHz
1 o 3 / , -
Furg o | - \N
4 LA Ie il Ig 3 EH El 1 s | H J= Je 37 Js J= e Eh EE RN | |




