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RESUMO

A tuberculose é um problema de sadde prioritdrio no Brasil, que juntamente com outros vinte e um paises em
desenvolvimento, albergam 80% dos casos mundiais da doenga. Para o tratamento dessa enfermidade, a
isoniazida continua sendo o fiarmaco de escolha. A adsor¢do tem sido utilizada como uma das técnicas
promissora buscando adsorventes com baixo custo e elevada capacidade de adsor¢do. Deste modo, o objetivo
deste trabalho foi investigar a adsorcdo de isoniazida em quitosana, promovendo uma alternativa de
aproveitamento de produtos regionais como adsorventes, além de contribuir para a expansdo e diversificacido da
tecnologia farmacéutica industrial, trazendo potenciais beneficios sdcio-econdmicos através do desenvolvimento
de uma tecnologia inovadora, bem como, formar recursos humanos e cientificos nessa drea de pesquisa na
UFCG. A capacidade de adsor¢do foi determinada a partir de ensaios em tanque agitado, utilizando-se isoniazida
em solvente organico e diferentes concentracdes de isoniazida com massa de adsorvente constante por duas
horas. Os adsorventes a base de quitosana foram capazes de adsorver a isoniazida em quantidades aprecidveis
quando utilizado o solvente &dlcool isopropilico, mostrando ser prometedor em processo de purificacdo de
antibidtico Mesmo possuindo um impedimento estérico, possivelmente causada pela utilizacdo desse solvente e
estrutura do adsorvente. Além disso, os modelos de ajuste das isotermas de adsor¢do apresentaram-se bastante
satisfatorias sugerindo uma superficie heterogénea dos adsorventes principalmente devido aos diferentes

grupamentos encontrados em suas superficies de acordo com o modelo de Langmuir e Freundlich.

Palavras-chave: Adsorc¢do, isoterma, cinética, isoniazida, quitosana.



ABSTRACT

Tuberculosis, a health problem in Brazil and other twenty one countries, which, together sum 80% of all cases in
the world. For the treatment of this disease, isoniazid remains the drug of choice. The adsorption has been used
as one of the promising techniques seeking low-cost adsorbents with high adsorption capacity. Thus, the
objective of this study was to investigate the adsorption of isoniazid on chitosan, promoting an alternative using
of regional products as adsorbents. The maximum capacity of adsorption isotherm was determined from tests in
stirred tank trough an isotherm, using isoniazid prepared into organic solvent at different concentrations of
isoniazid, with constant mass of adsorbent during two hours. Chitosan have been able to adsorb isoniazid used in
appreciable quantities using isopropanol as organic solvent being important in the antibiotic purification, even
having diffusional limitations, possibly caused by the use of this solvent. Furthermore, adsorption isotherm was
quite satisfactory presented suggesting a heterogeneous surface of the adsorbent mainly due to the different

experimental groups found on their surfaces according to Langmuir and Freundlich’s models.

Keywords: Adsorption, isotherm, kinetic, isoniazid, chitosan.
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1 INTRODUCAO

O presente trabalho de pesquisa insere-se no projeto “Produgdo de Tuberculostatico
por Rota Biotecnologica”, aprovado no Programa Nacional de Pds-Doutorado (Capes) —
Departamento de Engenharia Quimica na Universidade Federal do Ceara - UFCE cujo
objetivo € desenvolver rotas biotecnoldgicas de obtencdo de isoniazida utilizando lipase
imobilizada como catalisador da reacdo. Além de tratar-se da continuacdo do projeto ja
iniciado em 2010 no CES-UFCG, aonde ensaios de adsor¢do de isoniazida em materiais de
baixo custo vem apresentando considerdveis resultados de capacidade mdxima de adsor¢do
com valores de aproximadamente 40mg de isoniazida por grama de adsorvente em base
umida. Na industria farmacoquimica, faz-se necessdrio a separacdo deste antibidtico nos
processos de “downstream” para posterior utilizagdo na industria farmacéutica. A continuagao
deste trabalho contempla a parte relativa ao desenvolvimento do processo de recuperacio e
purificacdo da isoniazida utilizando a técnica de separacdo por adsorcdo em banho finito e
conseguinte dessorcdo usando ndo mais meios tamponados, mas solventes organicos, 0s quais
sao utilizados na fase de sintese da molécula. Inicialmente, foram realizados ensaios em
tanques agitados para obtencdo dos dados de equilibrio e cinética de adsor¢do usando
adsorventes que jd apresentaram bons resultados ao decorrer do projeto realizado por Jacome
(2011) abundantes no nordeste brasileiro como quitosana e casca de coco, tratado com a
finalidade de avaliar em uma primeira etapa a capacidade de adsorcdo de isoniazida comercial
(usado como referéncia) em meio organico, solventes estes usados na sintese enzimatica do

antibidtico seguido de dessor¢ao.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estudar a adsorcdo de isoniazida em meio organico (isopropanol) utilizando materiais

de baixo custo como adsorventes.

2.2 Objetivos especificos

e Adsorver a isoniazida em quitosana, utilizando solvente organico, visto que € o
mesmo meio em que ocorre a sintese enzimdtica com o objetivo de desenvolver
processos eficientes de purificacdo de antibidticos de interesse industrial, importante
no tratamento da tuberculose;

e Promover uma alternativa de aproveitamento de produtos regionais como adsorventes;

e Fazer levantamento da cinética de adsor¢do de isoniazida e utilizar modelos
matematicos que representem o fendmeno;

e Obter isotermas de adsorcdo para verificar a capacidade maxima de adsorcdo dos
materiais empregados, bem como usar os modelos de Freundlich e Langmuir para
ajuste aos pontos experimentais;

e Realizar ensaios preliminares de dessor¢do da isoniazida.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

Tuberculostaticos sdo medicamentos usados para o tratamento de doencas causadas
por Mycobacterium tuberculosis. Dentre os farmacos utilizados pelo ministério da satde para
profilaxia e tratamento da tuberculose, destaca-se a isoniazida (hidrazida do é&cido 4-
piridinocarboxilico) (Figura 1). Assim, sendo essa doenca € um grave problema de satde
publica nacional, faz-se necessario o desenvolvimento de novas rotas de produgdo desse
principio ativo de modo a baixar custos e diminuir a dependéncia econdmica em relacdo a
outros paises. A rota quimica para a sintese de isoniazida utiliza 4-cianopiridina e hidrato de
hidrazina como reagentes de partida na presenca de hidréxido de sédio a 100 °C sob
condic¢des de refluxo por 7 h. Trata-se de um processo nocivo com elevado gasto energético e
caro. A via enzimadtica, no entanto, vem despertando um grande interesse devido as boas
propriedades cataliticas da lipase: operam em condi¢des amenas de reacdo (pH neutro e

temperaturas moderadas) (Yadav et al., 2005).

O.__NH—NH,

=

N

Figura 1: Estrutura quimica da isoniazida

De acordo com Salermo e Daher (2006), os medicamentos sdo bens sociais e
estratégicos. De modo geral, a desindustrializacio do setor brasileiro na década de 90
promoveu aumento de precos e forte desnacionalizagdo, bem como vulnerabilidade.

Atualmente, a indudstria farmacéutica brasileira é mera formuladora e embaladora,
pouco participando no processo de obtencdo dos principios ativos. Um problema a ser
resolvido entdo, é a separacdo e purificacdo do antibidtico desejado. A recuperacdo de
antibidticos de biorreatores pode envolver diversos métodos de extracdo e purificacdo, o que
desempenha um papel importante na andlise econdmica do processo produtivo como um todo.
Gosh et al., (1996) descrevem alguns métodos que podem ser utilizados na recuperacdo do

antibidtico, entre eles:
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. Cristalizac¢do no ponto isoelétrico;

. Métodos cromatograficos;

. Extragdo liquido-liquido (ou extrag¢do por solvente);
. Parti¢do em sistemas bifdsicos aquosos;

. Separagao por membranas liquidas.

Entretanto, algumas dessas etapas possuem um custo elevado. Assim, o
desenvolvimento de novos e eficientes métodos de separagdo se baseia na exploracdo de
caracteristicas fisico-quimicas do produto, tais como: carga superficial, hidrofobicidade,
massa molecular e bioespecificidade frente a ligantes (ions metélicos), ponto isoelétrico (pl) e
estabilidade. A utilizacdo da adsor¢d@o nas etapas de separagdo gera um produto parcialmente
concentrado ou com elevado grau de pureza.

Segundo Cavalcante Jr. (1998), a adsor¢do € o termo usado para descrever o fendmeno
no qual moléculas de um fluido se concentram espontaneamente sobre uma superficie solida.
De um modo geral, a adsor¢do parece ocorrer como um resultado de forcas niao balanceadas
na superficie, que atraem as moléculas de um fluido em contato por um tempo finito.

Atualmente, a adsorcdo € aplicada em processos de purificagdo e separacio,
apresentando-se como uma alternativa importante € economicamente vidvel em muitos casos.
Exemplos mais comuns de tais processos sao os chamados processos de purificacdo, onde se
utiliza geralmente uma coluna de leito fixo empacotada com adsorvente para remover
umidade de uma corrente gasosa, ou ainda remover impurezas de uma corrente liquida como,
por exemplo, de um efluente industrial. A separacdo de misturas em duas ou mais correntes,
enriquecidas com espécies as quais se deseja recuperar € uma aplicacdo mais recente dos
processos adsortivos e que vem se desenvolvendo muito nos ultimos anos devido a
capacidade destes processos realizarem separagdes importantes em situagdes onde operacdes
unitarias convencionais se revelam ineficiente ou onerosa (Cavalcante Jr, 1998).

A adsorcao fisica, que constitui o principio da maioria dos processos de purificagcdo e
separacdo, € um fendmeno reversivel onde se observa normalmente a deposicdo de mais de
uma camada de adsorbato sobre a superficie adsorvente (Cavalcante Jr, 1998).

Biomoléculas adsorvem seletivamente em uma variedade de fases e,
consequentemente, técnicas de adsor¢do vém se tornando bastante comum nas separagdes de
bioprodutos, principalmente por apresentarem 6tima resolucao (Cavalcante Jr, 1998).

O elevado custo de materiais a base de silica e polimeros sintéticos incentiva pesquisas

na busca de substancias baratas como carbonato de célcio, quitina e quitosana (Pereira, Zanin
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e Castro, 2003) e outras matérias-primas tipicas da Regidao Nordeste do Brasil, como por
exemplo, quitosana e fibra de casca de coco verde que podem ser usadas como adsorventes.

A quitosana (poli-N-acetilglicosamina) ¢ um oligossacarideo derivado da quitina,
polimero mais abundante na natureza depois da celulose, o qual pode ser facilmente obtido de
fontes naturais como o rejeito de industrias pesqueiras, principalmente nas carapacgas dos
crustdceos, notadamente camardo, lagosta e caranguejo, constituindo cerca de 30% do
exoesqueleto destes ultimos. No caso do nordeste brasileiro, isto € uma grande vantagem
devido a fécil aquisicdo e a grande atividade pesqueira existente em nosso litoral,
consequentemente, barateando os custos que chegam a US$ 7,5/10g na fndia, Japao, Polonia,
Noruega, Austrdlia (Kumar et al., 2000). Além das importantes aplicacdes farmacéuticas,
quitosana ainda encontra outras aplicagdes no tratamento de dguas residuais, na cromatografia
e imobilizacdo de células e enzimas (Pereira, 1999). Seu uso, como adsorvente, € devido,
principalmente, a versatilidade de formas (flocos, particulas porosas, gel, fibra e membrana),
baixa biodegradabilidade, baixo custo e a presenca de grupos amino e hidroxilas que
funcionam como sitios de adsor¢c@o. Cabe ainda mencionar que esta matriz foi estudada como
adsorvente para separacao e purificacdo de amoxicilina (Adriano et al., 2005).

Uma parceria entre o Grupo de Pesquisa e Desenvolvimento de Processos
Biotecnol6gicos (GPBIO) do DEQ/UFCE e a Embrapa Agroinddstria Tropical — que visa o
estudo de alternativas de aproveitamento de residuos agroindustriais em processos
biotecnoldgicos — levou a utilizagdo de casca de coco verde na obtencao de produtos de alto
valor agregado. A cultura do coqueiro (Cocus nucifera L.) € uma atividade agricola que tem
grande importancia em mais de 86 paises, seja na geracdo de divisas, emprego, renda ou
alimentacdo para a populacdo (Cuenca et al, 2002). Dentre estes paises, destacam-se
Indonésia, Filipinas e India como os principais produtores mundiais, os quais sdo
responsaveis por mais de 70% da produg@o mundial (FAO, 2005). S6 em 2004, a produgdo
mundial foi de 53,5 milhGes de toneladas métricas, sendo resultado de um leve crescimento
observado nos udltimos 10 anos, sendo Brasil, Indonésia e Filipinas os principais responsaveis
por tal acontecimento. Um grave problema enfrentado por este segmento € a grande produgao
de residuos. Cerca de 80% do lixo coletado na orla maritima corresponde a casca do coco
verde, consumido "in natura". Ja nas induastrias que processam agua de coco,
aproximadamente 85% de toda a matéria-prima (coco verde) que entra, sai na forma de lixo.
Atualmente, este material é enterrado em lixdes e aterros, representando um adicional de
custo, ja& que estas industrias incluem-se nos chamados grandes geradores, devendo se

responsabilizar pela coleta do material residual. Ademais, a expansdo das agroindustrias



19

processadoras de 4gua de coco representa um adicional significativo de geracdo de lixo, o que
causa um problema ambiental, especialmente em grandes centros urbanos que devem dispor
adequadamente os residuos gerados (Passos, 2005). Como resposta a esta demanda sécio-
ambiental, algumas formas de aproveitamento deste residuo vem sendo estudas. Os estudos de
aproveitamento da casca de coco verde e seus derivados (endocarpo, fibra e p6) variam desde
sua aplicacdo agrondmica até a utilizagdo em processos biotecnoldgicos. Contudo, apesar
destes estudos, novos esfor¢os por geracdo de mais alternativas sao necessdrios a fim de que
tal residuo, atualmente produzido em grandes quantidades, possa ter outro destino senio os
aterros e lixdes.

Neste contexto, este trabalho estudou a adsor¢dao e dessorcdo de isoniazida em
quitosana e fibra de coco verde em meio organico com o objetivo de desenvolver processos
eficientes de purificacdo de antibidticos de interesse industrial, importante no tratamento de
uma doenca bastante comum a nivel regional e nacional como a tuberculose.

A partir deste estudo, buscou-se, além de promover uma alternativa de aproveitamento
de produtos regionais como adsorventes, contribuir para a expansdo e diversificacdo da

tecnologia farmaceéutica industrial.
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4 MATERIAIS E METODOS

4 Materiais

4.1.1 Adsorbato

e Isoniazida (hidrazida do 4cido 4-piridinocarboxilico) das marca Sigma (St Louis —

EUA).

4.1.2 Adsorvente

e Quitosana (poli-N-acetilglicosamina); grau de desacetilacio 85,2% - Polymar-
Fortaleza-CE;

e Fibra de coco gentilmente cedida pela Universidade Federal do Ceara.

4.1.3 Reagentes

e Acido cloridrico (HC1) 0,1 M;

e Hidroxido de sédio (NaOH) 2 M;
e C(Cloreto de sédio (NaCl) 2M;

° Agua destilada; (H,O);

e Alcool isopropilico P.A;

e Glutaraldeido 25% v/v.
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4.1.4 Equipamentos e acessorios

e Balanca analitica Marte, mod. AY220;

e Espectrofotometro UV-Vis Biospectro SP — 220;

e Agitador automético;

e Agitador orbital;

e Vidrarias e acessérios diversos (espatula, peixinho, papel filtro, pinga, pipetas
automaticas digipet, baldes volumétricos, béqueres, bastdes de vidro, funis de vidro,

provetas, pipetas, vidro de reldgio, tubos de ensaios).

4.2 Métodos

4.2.1 Desenvolvimento de protocolo de preparacdo do adsorvente a base de quitosana.

A quitosana utilizada neste trabalho serd quitosana em pd, com grau de desacetilacao
de 85,2 %, adquirido junto a POLYMAR IND LTDA, Fortaleza, Ceara. Os suportes a base de
quitosana foram obtidos preparando-se particulas esféricas de 2,5g de quitosana por 100mL
de 4cido acético a 5% v/v e coagulando-as em solucdo de 0,IM de NaOH, com diferentes
concentracdes. Posteriormente, as particulas foram lavadas com &4gua destilada até a

neutralidade e reticuladas com glutaraldeido (Adriano, 2004).

4.2.2 Desenvolvimento de protocolo de ativa¢do da quitosana.

A ativacdo da quitosana foi feita em uma razdo de 1g/1mL de glutaraldeido; realizada
primeiramente a adicio de 2g de quitosana 2,5% m/v com 10mL de H,O e 2mL de

glutaraldeido a 25% v/v. Esses ensaios foram homogeneizados durante 30 min sobre o
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agitador magnético. Apds esse tempo a quitosana ativada foi entdo levada para a bomba a

vdcuo, realizada entdo a devida secagem.

4.2.3 Preparagao da solucao de isoniazida em dlcool isopropilico

O solvente utilizado foi escolhido de uma série de outros, cujo qual demonstrou o
melhor para solubilizacdo da isoniazida e a adsor¢do na quitosana. Desta forma a isoniazida
entdo foi adicionada em concentracdes conhecidas e varidveis, para determinadas andlises em
30mL de solucdo de isopropanol. Deixando por 20 minutos homogeneizando em um agitador
magnético ou ate solubilizar totalmente o antibidtico, em temperatura ambiente.

Logo, para analises da curva de calibracdo, as concentracdes da solugdo de isoniazida
foram de 0,3 a 2,3g/L.

Para as analises de isoterma, foram utilizado concentragdes de 0,5 a Sg/L.

E a cinética fez uso das seguintes concentracdes: 0,5 a 2,3g/L.

4.2.4 Curva de calibragdo para determinagdo de isoniazida

A curva de calibracdo foi utilizada para determinar a concentragdo de isoniazida nas
solucdes padroes preparadas. Diante disso, inicialmente foi preparada uma solucdo na
concentracdo de 1mg/mL preparada no solvente alcool isopropilico. A partir dessa solucao,
dilui¢des sucessivas foram feitas a fim de se obter solu¢des nas concentragdes de 0,3 a 2,3g/L,

no qual é medida a absorbancia em espectrofotometro a um comprimento de onda de 470nm.

4.2.5 Isotermas de adsor¢ao

Isotermas elaboradas como quantidade adsorvida (q, mg de isoniazida.g”' de

~ . . . . -1
adsorvente) versus concentragdo de equilibrio na fase solvente (Ceq, mg de isoniazida.mL ™)
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sao mostrados na Figura 8. Neste trabalho foram utilizados modelos de Freundlich e
Langmuir.
Modelo de Langmuir assume que uma monocamada de adsorc¢do sobre uma superficie

homogénea € provével. (Yadav, 2005; Horstmann, 1989). A Eq. (1) expressa o modelo:

— qmax ceq
K,c,, (1)

Equacdo 1: Equacdo de Langmuir

Sendo gmax quantidade méxima de adsorcdo de isoniazida por massa de adsorvente
(mg.g'l) e Ky representa a constante de dissociacao (mg.mL’l) e estd relacionado com a
afinidade dos sitios de ligagdo do adsorvente com adsorbato. Isoterma de Freundlich é uma
equacdo empirica utilizada para descrever sistemas heterogéneos e ndo prevé qualquer
saturacdo do adsorvente, por conseguinte, a cobertura da superficie € previsto

matematicamente infinito, o que indica uma superficie de camadas multiplas de adsorc¢ao.

(Horstmann, 1989; Lima, et al., 2012). Pode ser expresso como eq. (2)
1
q = Kf Cqu (2)

Equacao 2:Equagéo de Freundlich

Sendo g, concentracdo constante de equilibrio (mg.g™"), K¢ e 1/ n sdo constantes
relacionadas com a capacidade de adsorcdo e intensidade, respectivamente, € Cgq, a

concentracao de equilibrio (mg.mL'l).

4.2.6 Estudos de equilibrio e da cinética de adsor¢ao de isoniazida
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Para obten¢ao dos dados de equilibrio de adsor¢do e cinética de adsor¢ao, foi utilizado
o método estdtico de tanque agitado, segundo metodologia reportada por Li et al., (2005) e
cavalcante et al., (2008), respectivamente (Figura 2). A metodologia consiste em manter em
contato 2,0 mL de uma solu¢do de isoniazida em solventes orginicos para simular as
condi¢cdes reacionais da sintese enzimdtica como (dioxano e alcodis de cadeia longa) com
0,2g de adsorvente a 25°C. As concentracdes iniciais de antibidtico variaram de acordo com a
solubilidade do produto no solvente em 0,7g/L, 1,66g/L, 2,0g/L, 2,3g/L. e 5g/L. Em intervalos
de tempo de 1, 2, 4, 6 ¢ 8 minutos, aliquotas foram retiradas para a determinagdao da

concentracao de isoniazida contida na fase liquida.

Coluna

Embolo

l Isoniazida
——

Resina

I Eixo ' r
.

Detalhes do Sistema
de agitacdo

Filtro
——

Figura 2: Esquema do sistema de agitacdo simulando um tanque agitado para a obtengdo dos

ensaios de equilibrio e cinético (Veredas, 2000)

4.2.7 Modelo cinético

Estudo da cinética de adsor¢do descreve a taxa de adsor¢ao de adsorbato e,
evidentemente, essa taxa controla o tempo de permanéncia do adsorbato na interface liquido
sOlida (Jabli, 2012, Augustine, 2007). Assim, foi utilizado o modelo de pseudo-primeira
ordem para ajustar aos dados experimentais. Um modelo simples para analisar a taxa de

adsor¢do de isoniazida em quitosana foi usado e pode ser expressa de acordo com a eq. (3).

dgq,
dt

=K\ (9.~ q,) (3)

Equacdo 3: Modelo de pseudo-primeira ordem
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de € g sdo as capacidades de adsorcdo e, em equilibrio no tempo t, respectivamente
(mg.g'l) e K; é a constante de pseudo-primeira ordem de adsorcdo (mg.min'l) a taxa.

Integragdo e aplicacdo de condicdes limitest=0at=te q;=0a q; = q;, Eq. (4) torna-se:

log(q, —q,) =logq, — Kt (4)

Equacdo 4: Equacdo linearizada do modelo cinético de pseudo-primeira ordem.

Sendo os valores de linearmente correlacionados como o t, logo contra t, ird mostrar
uma relacdo linear a partir do qual K; e q. serdo calculados a partir da inclinacdo e intersecao

do gréfico, respectivamente (Jabli, 2012).

4.2.8 Determinagdo da concentracdo de isoniazida

Foram adicionados 0,5 mL da solucdo de isoniazida, com diferentes concentragdes a
0,4 mL de solu¢@o aquosa de vanilina a 3% m/v e 1,6 mL da solucado etanélica em HCI 0,5M
(Jacome, 2011). Deixou-se em repouso por dez minutos para que a leitura fosse feita na faixa
de 470 nm e utilizava-se a curva de calibracao descrita no item anterior.

A quantidade de isoniazida adsorvida foi calculada por meio de um balango de massa,

sendo o balanco descrito pela equagao 5:

Vsol (CO - Ceq )

ma ds

q*=

(&)

Equacdo 5: Equacdo do balanco de massa

Em que g* é a quantidade de isoniazida adsorvida por grama de adsorvente (mg. g‘l),
Ceq € a concentracdo de isoniazida na fase liquida (mg.mL™") em equilibrio com q*, ¢y ¢ a

. e e . . [ ;. -1 .
concentracdo inicial de isoniazida na fase liquida (mg.mL™) anterior ao contato com o
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adsorvente fresco, m,ys € a massa de adsorvente (g) € Vi € 0o volume da solu¢do (mL)

disponivel para o contato com o adsorvente.

4.2.9 Transferéncia de massa

Os parametros de transferéncia de massa podem ser estimados pela equacdo 6:

(Augustine, 2007).

K,
¢y —¢,=De™ (6)
Equacdo 6: Transferéncia de massa

- e e . . .. -1 - e e .

Sendo a concentracdo inicial isoniazida (mg.mL), com a concentracdo inicial de
isoniazida no tempo t, D € um parametro adequado que representa a difusividade e Ky € a
constante cinética de adsorcao (mg.mL’l.min'l). Assim, a Eq. (7) pode ser reescrita na forma

linearizada:

In(c, —c,)=InD+ Kt (7)

Equacdo 7: Equacio linearizada do modelo cinético de transferéncia de massa

Sendo a adsorc¢do de isoniazida representada pelo modelo de transporte de massa,

através de uma relacdo linear (Equacdo. 7) e calcular D e K.

4.2.10 Esquema mostrando o processo de adsor¢cao

Na Figura 3 € mostrado como, em sintese, se procedeu o processo de adsor¢ao.
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GLUTARALDEIDO
| +H0 — ISONIAZIDA
3|~ QUITOSANA
ADSORVENTE

0,2g Ads. + 3mL
Solucao de Isoniazida
em diferentes
0,5mL sol. Isoniazida ~ concentraces
0,4mL de vanilina 3%
1,6mL HCI- EtOH

Figura 3: Processo de adsor¢do com da Isoniazida em quitosana utilizando 4lcool isopropilico a 25°C

4.2.11 Estudo de dessorc¢do de isoniazida pelo método dindmico.

Objetivando a comparacdo entre adsorcao/dessorcdo, foi realizada a recuperagdo do
antibiético no menor volume possivel de eluente, através de ensaios de dessorcdo em solucao
eluente de NaCl 2M por 24h. Obtida as melhores condi¢des de adsor¢cdo e dessorcdo, estas
serdo aplicadas na purificacdo da isoniazida contida no sistema reacional contendo os
substratos e produtos da reacdo enzimdtica em uma etapa posterior do projeto. O processo

pode ser melhor compreendido através da Figura 4.

T Homogeniza
i o ¢ S
e [ $ durante 30

0,06 g e isoniazia
30mL de alcool
isopropilico

Cloreto
de SSdia,
Nac iﬁ
il
£ 4 =
| :
=
Agus !
R

10mL de solugdo
de NaCl 2m

0,2g de quitosana
ativaca com
glutaraldeido.

Rotacionando durante 3H

Figura 4: Processo de adsocdo seguida da Dessor¢do da isoniazida em quitosana utilizando o

solvente NaCl a 25°C no intervalo de tempo de 0 a 24h
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Ensaios preliminares de adsorcao de isoniazida em fibra de coco usando como
solvente alcool isopropilico

A tabela 1 apresenta os resultados preliminares obtidos neste trabalho usando élcool

isopropilico como solvente organico.

Tabela 1: Ensaios preliminares de adsor¢do de isoniazida em fibra de coco

usando como solvente dlcool isopropilico. Tempo de adsor¢do de 3h a 25°C

Intervalos de tempo da adsorcao Absorbancia
da isoniazida em fibra de coco, feitas em duplicatas

Solugdo no tempo zero 0,168
Amostra 1

Solugdo apds 3h 0,325
Amostra 2 | Solucdo no tempo zero 0,170

Solugdo apds 3h 0,405

As observagdes feitas mostram que, todas as amostras realizadas com a fibra de coco,
apresentaram uma coloracdo marrom escuro, mostraram certa turbidez, podendo de algum
modo influenciar nos resultados € ndo nos garantindo que houve adsorcdo. Isto pode ser
observado pelo aumento da absor¢do em todas as amostras ap6s 3h de contato adsorbato-
adsorvente. Logo desconsiderando o uso desse adsorvente em outros ensaios, ficando apenas

a quitosana como adsorvente de escolha.

5.2 Curva de calibra¢io para determinacao de isoniazida

A curva de calibragdo para determinacdo e validacdo de andlise de isoniazida
espectrofotometricamente € apresentada abaixo, a curva foi obtida através de uma regressao
linear e levando em consideragdo a lei de Beer com relacdo aos valores de absorbancia

obtidos (Figura 5).
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Concentragdo de Isoniazida g/ L

Figura 5: Curva de calibragdo de isoniazida utilizando isopropanol como solvente

Observa-se um bom ajuste do modelo linear aos pontos experimentais obtidos, sendo

capaz de ser utilizada para determinacdo de concentracdes de isoniazida com confiabilidade.

5.3 Isotermas de adsorcao

Uma estimativa da quantidade mixima de soluto adsorvido fornece informagdes
importantes sobre o processo de adsor¢ao, bem como, a sua viabilidade econdmica. A figura 6
demonstra os resultados obtidos para as isotermas de equilibrio de isoniazida sobre as esferas
de quitosana, através da técnica descrita anteriormente. Pode ser visto um bom ajuste aos

modelos de Langmuir e de Freundlich aos dados experimentais.
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Figura 6: Isoterma de adsorcdo de isoniazida com quitosana,
usando solvente dlcool isopropilico a 25°C (-) modelo

Langmuir e (---) modelo de Freundlich

Comportamentos semelhantes foram obtidos por outros autores, estudando o uso de
adsorventes poliméricos para adsorver certos antibidticos, tais como tetraciclina, amoxicilina,

penicilina G, sendo a adsor¢do também representada pelos modelos de Langmuir e Freundlich

(Yadav et al., 2005; Likozar et al., 2012)

Tabela 2: Parametros isotérmicos dos modelos de Langmuir e Freundlich para adsor¢ao

da quitosana em solugdo de isoniazida em solvente de dlcool isopropilico a 25°C

Quitosana
Langmuir
Gmax (Mg 24,37+ 1,8
K; (mg-mL™) 0,26 +0,0
Freundlich
1/nf 0,40x£0.0

K/ 19,66 + 0,9
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A tabela 2 mostra a capacidade maxima e constante de dissociacdo da adsorc¢do de

isoniazida em quitosana em isopropanol a 25°C.

A quitosana (pl= 6,5) é carregada positivamente e a isoniazida (pl = 1,8) é carregada
negativamente, consequentemente, devido as interagcdes eletrostaticas e reacdo de reticulacgdo,
a quitosana vai adsorver o antibiético. Os valores obtidos para a concentracdo de isoniazida
em fase sélida na figura 5 foram calculados com base na massa total de adsorvente (base de

massa total de adsorvente/base de massa imida).

De acordo com o modelo Langmuir, pode ser notado que a quitosana apresentou
capacidade de adsor¢io de 24,37mg.g”' (Tabela 2), quando comparada com o modelo
isotérmico de Langmuir e Freundlich para adsor¢cdo de isoniazida em quitosana em tampao
acetato de s6dio 0,1mol.L" pH 4,0 a 25°C (Jacome, 2010), que foi 55,20 mg.g'1 (Tabela 3),
apresentou entdo menor velocidade de adsor¢do, podendo ser devido a mudanga do solvente
para o alcool isopropilico, que por sua vez pode ter diminuindo a porosidade da quitosana,

fazendo com que 0 gmax diminuisse e assim chegando mais rapido a saturagdo.

Tabela 3: Parametros dos modelos de isotermas de Langmuir e Freundlich para
adsor¢do de isoniazida em quitosana em tampéo acetato de sédio 0,1 mol.L" pH 4,0 e

25°C. (Jacome, 2011)

Quitosana
Langmuir
Gmax (mg-g") 5520+2.7
K, (mg-mL™) 4,88 +0.6
Freundlich
1/nf 0,41 +£0.0
Ky 12,86 + 1.9

Por outro lado, a quitosana apresenta elevada porosidade e grupos amina que sao

modificados em grupos aldeidos que facilitam a adsorcdo (Yadav, 2005). Utilizando isotermas
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de Freundlich, observa-se que ambos os adsorventes submetidos pelos dois tipos de solventes,
alcool isopropilico e tampdo acetato de sddio 0,1mol a 25°C, apresenta uma superficie nao
homogénea durante o processo de adsor¢ao, com intensidade de adsor¢dao semelhantes e com

uma boa capacidade de adsorver a isoniazida.

5.4 Estudo de equilibrio e da cinética de adsorcao de isoniazida.

Muitos esfor¢cos sdo feitos procurando uma expressdo que descreve mecanisSmos
cinéticos de adsor¢do para os sistemas de fase liquido-s6lido. Modelagem de dados cinéticos €
importante para aplicacdes industriais, uma vez que fornece informagdes para a comparacao
entre os diferentes materiais em diferentes condicdes operacionais (Jabli, 2012; Prasad, 2004).
No fim para investigar mecanismos de adsorcdo de isoniazida em quitosana foi utilizado em

modelo de cinética de pseudo-primeira ordem.

—m—0,44 (mg.mL")
2,8 4k 4
—0— 0,32 (mg.mL )
1 \ —A— 1,68 (mg.mL" )
2,4 1 % —e—2,00 (mg.mL")
— 1 % *\ —%x—2,81 (mg.mL" )
2 Pe—, * *
- ——
g A— A T
E 16 \A L 4
\
o A\A\
[
s
[}
g 0,8
o
0,4 u u ] — .
Te—e ° o——©
0,0 - T T T T T T
0 2 4 6 8

Tempo (minutos)

Figura 7: Cinética de adsorcdo de isoniazida em diferentes concentracdes e tempo a 25°C

A figura 7 mostra os resultados da cinética de adsor¢do de isoniazida nas

concentracoes 0,32; 0,44; 1,68; 2,00 e 2,81 (mg.ml'l). A partir desse gréafico observa-se que
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ap6és um tempo X, chega-se na concentracao de equilibrio, sendo uma cinética rapida devido a

reticulacdo com glutaraldeido e a porosidade do adsorvente.

Na figura 8 observa os dados experimentais cinéticos dos sistemas

isoniazida/quitosana, bem como, foi capaz de representar matematicamente a montagem dos

modelos experimentais.

1,0

0,8

0,6 -

log (q,-q,)

0,2

Tempo (minutos)

Figura 8: Modelo cinético experimental de pseudo-primeira ordem calculada para isoniazida quitosana (m) em

dlcool isopropilico a 25 ° C, na concentracdo inicial de 1,68mg.mL"

De acordo com a Tabela 4, pode-se notar que o processo de adsor¢do foi mais rdpido
em quitosana com solucdo de dlcool isopropilico, o que apresenta maior K;, quando
comparado com quitosana adsorvida em solucdo tampio 0,1M, pH 4,0, a 25°C (Jacome,
2011). (Tabela 5). A presenca de grupos amina e hidroxila facilita o passo de reticulacdo com
os grupos de glutaraldeido geradores, que sdo capazes de adsorver os metais pesados dos
antibidticos (Yadav et al., 2005; Benguella, 2002). Por outro lado, a quitosana tratada com
dlcool isopropilico possivelmente apresentou menor drea de superficie, baixa porosidade e

apenas alguns grupos hidroxila a serem modificados. Mesmo com estas limitacdes, conseguiu

adsorver o antibidtico mais rapidamente.
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Assim, o modelo de pseudo-primeira ordem, mesmo sendo uma simplificacdo do
processo de adsor¢ao, efetiva, pode ser util no sistema estudado.

Tabela 4: Parametro cinético do modelo de pseudo-primeira ordem para

adsorc¢do de isoniazida em quitosana em dlcool isopropilico a 25 ° C

Quitosana
Parametros
K;(mg-g”-min™") 0,13 +0,0
ge (mg-g™) 9,47 0,5
R 0,99

Tabela 5: Parametro cinético do modelo de pseudo-primeira ordem para
adsor¢do de isoniazida em quitosana em tampdo acetato de sédio 0,1 mol.L™,

pH 4,0 a25° C. (Jacome, 2011)

Quitosana
Parametros
K;(mg-g'-min™) 0,068 £0.0
g (mg-g") 103,870 £ 0.0
R 0,992

A transferéncia de massa estd representada de acordo com a Eq (7) e € observado na
figura 9. Parametros de ajuste (D), que indica a taxa de distribuicdo aparente de isoniazida
entre solucdo com 4dlcool isopropilico e superficie do adsorvente e Ky € a constante de

adsor¢do que foram calculados a partir da inclinagao e interseccao.
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In(C,-C)

Tempo (minutos)

Figura 9: Parametros cinéticos de transferéncia de massa experimentais
calculados para adsor¢do de isoniazida em esferas de quitosana (m) em

dlcool isopropilico a 25 ° C, utilizando a concentragio de 2,80mg.mL™"

Aumentando o valor de D mostra uma maior concentracdo de isoniazida a partir da

solucdo com 4lcool isopropilico, transportados para os locais ativos de adsorventes.

A tabela 6 mostra que a isoniazida adsorvida em quitosana em tampao fosfato 0,1M,
pH 4,0 foi mais rapido e com menor resisténcia ao transporte de massa, com valores de KO e

D, superior do que a adsorvida em solug@o de dlcool isopropilico (Tabela 7).

Tabela 6: Parametros cinéticos de transferéncia de massa para a adsor¢do de
isoniazida em quitosana em tampdo de acetato de sédio a 0,1 mol.L-1 a pH

4,0 e 25 °C (Jacome, 2011)

Quitosana
Parametros
Ko (mg-mL'l-min’l) 0,048 +0.0
D 1,950 £ 0.0

R® 0,950




36

Tabela 7: Parametros cinéticos de transferéncia de massa para a adsor¢do de

isoniazida em quitosana em dlcool isopropilico a 25 ° C

Quitosana
Parametros
Ko (mg-mL"-min™) 0,076 £ 0,0
D 0,483 +£0,03
R 0,956

O processo utilizando dlcool isopropilico quando comparado com Jacome (2011),
apresentou limitacdo difusionais mais elevados devidos a substituicio do solvente, o que
possivelmente ocasionou na quitosana tratada com o édlcool isopropilico uma diminuicao da
area de superficie e/ou o processo de reticulacdo que pode ter provocado uma diminui¢do do

tamanho desses poros, restringindo entao a adsor¢ao da isonizida.

Além disso, uma grande polimerizacdo da molécula de glutaraldeido pode ocorrer na
superficie do adsorvente, como consequéncia, a difusdo da molécula de isoniazida no interior
das esferas foi prejudicada. Portanto, a adsor¢do ocorre principalmente na superficie dessas
esferas, o que explica a baixa difusividade é o fato desse fendmeno estd bem explicado por

um modelo de pseudo-pirmeira ordem, assim como os parametros de D e K.

5.5 Estudo de dessorc¢ao de isoniazida pelo método dinamico

Foi feita a adsor¢do de maneira convencional, utilizando 0,06g de isoniazida em 30
mL de 4lcool isopropilico, com 0,2g de quitosana ativada com glutardialdeido, durante 3h Em
seguida, filtrou o adsorvente contendo o adsorbato (antibidtico) e colocou em 10mL de NaCl

2M previamente preparado.

Mediu a absorbancia antes de colocar o adsorvente contendo o adsorbato no NaCl 2M

para encontra o tempo inicial. (Tempo zero), e ap6s 24h em contato com essa solugao.
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Obteve-se entdo a massa pds adsorcdo = 0,0646g, essa massa foi a massa medida
depois que a quitosana junto com a solu¢do de isoniazida foi rotacionada durante 3h e seca na

bomba a vacuo.

Essa massa foi entdo adicionada em 10mL de NaCl 2M imediatamente retirando
500uL dessa mistura e colocada em tubos de ensaios contendo 1600uL de Etanol/HCl com
400uL de solucdo de vanilina, para avaliar o Ty, em seguida deixou em repouso durante 24
horas e colocou novamente S00uL nessa mesma proporcdo de solucdes de Etanol/HCI com

Vanilina para avaliar o T4, utilizando o espectrofotdmetro a 470nm.

Tabela 8: Valores da absorbancia da dessor¢do da Isoniazida antes e depois de

24h em contando com NaCl 2M

Tempo Absorbancia da dessorcao
Tempo zero 0,003
Tempo 24h 0,024

Os resultados se mostraram promissor, pois os valores da absorbancia no tempo 24h
foram maiores do que no tempo zero, demonstrando entdo que € possivel a realizacdo da

dessorcao da isoniazida em quitosana, usando dlcool isopropilico a 25°C.
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6 CONCLUSAO

Os adsorventes a base de quitosana foram capazes de adsorver a isoniazida em
quantidades aprecidveis quando utilizado o solvente dlcool isopropilico, mostrando ser
promissor em processo de purificacdo de antibidtico mesmo possuindo um impedimento

estérico, possivelmente causada pela utilizacdo desse solvente.

A capacidade de obter uma boa concordéncia entre as formas tedricas e experimentais
para adsorcdo da isoniazida em adsorventes de baixo custo sugerem que ambas as isotermas
(Freundlich e Langmuir) e modelo de pseudo-primeira ordem estudado pode ser utilizado para
prever as taxas de adsorcdo de isoniazida em sistemas de tanques agitados. Apesar de o
modelo cinético utilizado ser uma simplificacdo grosseira do real do processo de adsorc¢ao,
pode ser util para o sistema de andlise, dada a sua simplicidade e a pequena quantidade de

poder computacional necessario para completar a comparagdo de modelo.

O estudo foi importante para determinar o melhor solvente a ser utilizado no processo
e assim facilitar no momento de escolha e purificacdo do antibidtico, diminuindo custo e
tempo. Além disso, as isotermas de adsorcdo apresentaram-se bastante satisfatorias sugerindo
uma superficie heterogénea dos adsorventes principalmente devido aos diferentes
grupamentos encontrados em suas superficies, bem como a prépria natureza polimérica do
adsorvente. Essa alternativa de adsor¢do para a purificacdo de isoniazida se torna de extrema
simplicidade e de baixo custo, fortalecendo a producdo dessa pratica por meios enzimaticos.
Sendo importante usar essa adsorcdo como umas das operagdes unitirias a se usar na
purificacdo do farmaco. Os resultados da dessor¢do também se mostraram promissor, tendo
em vista sua importancia para a liberacdo de uma substincia ou material de uma interface

entre uma superficie solida.
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