UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE QUIMICA ,
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM QUIMICA

Utilizacdo da Espectrometria de Massas no Estudo d&rodutos de
Transformacéo/Degradacdo de Farmacos de uso HumamoVeterinario

Jéferson Segalin

Tese submetida ao Programa de Pos-
Graduagdo em Quimica da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul em
preenchimento parcial dos requisitos para a
obtencéo do titulo de Doutor em Quimica.

Orientadora: Profa. Dra. Tania Mara Pizzolato

Porto Alegre, agosto de 2015.



“A razao humana, num determinado dominio dos seus
conhecimentos, possui o singular destino de se ver atormentada
por questdes que nao pode evitar, pois lhe sdo impostas pela sua
natureza, mas as quais também nao pode dar respostas por

ultrapassarem completamente as suas possibilidades.”

Critica da Razdo Pura - Immanuel Kant
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ABREVIATURAS

AMX: amocicilina

APCI: do inglésatmospheric pressure chemical ionization

CE: do ingléscollision energy

Cl: do ingléschemical ionization

CID: do ingléscollision induced dissociatiQmlissociacao induzida por coliséo
CPX: ciprofloxacino

DBE: do inglés, double-bond equivalent

DDA: anélise dependente de dados, do inglés-dependent analysis
DDDs: doses diarias definidas, do inglé@sfined daily doses
DE: disruptores enddcrinos

DFT: do inglésDensity Functional Theory

EASI: do inglésgasy ambient sonic-spray ionization

EDC: do inglés, edocrine disrupting chemicals

El: do inglésgléctron impact

ESI: do ingléselectrospray ionizationionizacao poelectrospray

FAB: do inglésfast atom bombardment

FT-ICR-MS: do ingléskourier transform ion cyclotron resonance mass sjpecetry
GC-MS: cromatografia gasosa acoplada a espectrandetimassas

ICP: do inglésinductively coupled plasma

LC: do inglésJiquid chromatographycromatografia liquida

LC-MS: cromatografia liquida acoplada a espectroméee massas

LC-MS/MS: cromatografia liquida acoplada a espexéivia de massas em mo@dmdem
MCP: do inglésMicro Channel Plate

MALDI: do inglés,matrix-assisted laser desorption ionization

MRM: do inglésmultiple reaction monitoring

MS: do inglésmass spectrometrgspectrometria de massas

MS/MS: espectrometria de massa em miaahalem

NFX: norfloxacion
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ppb: partes por bilhdo
ppm: pares por milhdo

Q-TOF: espectrobmetro de massas hibrido com analisddl tipo quadrupolo e TOF em

tandem

RDBE: do inglésring double-bond equivalent ou rings-plus-doubteds equivalent
RST: rosuvastatina

SIM: do inglés selected ion monitoring

SMX: sulfametoxazol

TOF: do inglés, time of flight, detector de tempo de voo
m/z razdo massal/carga que um ion apresenta

TOF-MS: espectrometro de massas com analisadorofirftight
TP: produto de transformacao

TPs: produtos de transformacéao

tr: tempo de retencao

UPLC: do inglés, Ultra Performance Liquid Chromataghy; cromatografia liquida de ultra

eficiéncia
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RESUMO

A espectrometria de massas, acoplada ou ndo asawirnicas, tem sido de grande
utiidade na determinacdo de novos compostos, pwsedde transformacao/degradacéo,
metabolitos e na quantificacdo em nivel de trag@s mais diferentes matrizes, devido a
grande versatilidade dessa técnica, especialmentelacdo aos modos de analise.

Neste trabalho foi sistematizada uma metodologia @ aplicacdo das técnicas de
espectrometria de massas na identificacdo de modie transformacdo/degradacdo de
farmacos de uso humano e veterinario. Ferramengagjudimica computacional foram
utilizadas para auxiliar na elucidacao das estastdos compostos formados.

A metodologia foi empregada para a identificacaguantificacdo dos produtos de
transformacao/degradacédo da rosuvastatina, gerddamte o processo de fotocatalise
heterogénea com ZnO, para a identificacdo dos fedde transformacdo/degradacéo
gerados durante a fotdlise em meio aquoso do seifeorazol, ciprofloxacino e
norfloxacino, e para a quantificagdo da amoxiciti@msferida ao leite bovino. A viabilidade
de se realizar a identificacdo de metabolitos daxasilina presentes no leite bovino por meio
do mesmo processo de preparo de amostra e decamidlizado para a quantificacdo também
foi avaliada.

Foram identificados dez principais produtos dendi@amacao/degradacdo da
fotocatalise da rosuvstatina, dez principais proslate transformacéo/degradacao da fotolise
em meio aquoso do sulfametoxazol, quinze principeaslutos de transformacéo/degradacéao
da fotdlise em meio aquoso do ciprofloxacino e gainprincipais produtos de
transformacao/degradacdo da fotélise em meio aqadosamorfloxacino. A metodologia
empregada para a quantificagdo da amoxicilina @ bevino se demostrou adequada, mas
estudos adicionais sdo necessarios para que ssgavgladentificar os seus metabolitos nessa
matriz.

Os resultados dos célculab initio que foram utilizados para o estudo dos produtos de
transformacao/degradacédo da rosuvastatina e suitfaaz®l mostram que essa técnica pode

ser bastante util na elucidacéo estrutural dos ostop que sédo formados.
Palavras-chave: espectrometria de massas, LC-QTOF-MS/MS, quimigapactacional,
elucidacao estrutural, produtos de transformac@oduybos de degradacdo, rosuvastatina,

sulfametoxazol, ciprofloxacino, norfloxacino, anmhna.
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ABSTRACT

Mass spectrometry, coupled or not with other tegies, is very useful for the
determination of new compounds, transformation/degtion products, metabolites and
quantification at trace levels in many differenttnees, due to the versatility of such a

technique, specially regarding to analysis modes.

In the present work a methodology was systematipedhe application of mass
spectrometry techniques in order to identify melisdg® and transformation/degradation
products for human and veterinary drugs usage. Qtatipnal chemistry tools were used to

assist in the elucidation of the structure of tampounds formed during the process.

The methodology was employed for identification anpantification of rosuvastatin
transformation/degradation products generated dutime heterogeneous photocatalysis
process with ZnO, for the identification of sulfaimaxazole, ciprofloxacin and norfloxacion
transformation/degradation products generated dgutie photolysis in agueous medium and
for quantifying amoxicillin transferred to bovineilkn The feasibility of identification of
amoxicillin metabolites present in bovine milk ugithe same sample preparation procedure
exploited for the quantification analysis was assessed.

Ten main transformation/degradation products ofuvastatin photocatalysis were
identified, as well as ten main transformation/degtion products of sulfamethoxaxole
photolysis in aqueous medium, fifteen main tramefiron/degradation products of
ciprofloxacin photolysis in agqueous medium andeéfi main transformation/degradation
products of norfloxacin photolysis in agueous mediu'he methodology applied for the
bovine milk amoxicillin quantification was demoreted to be adequate, but additional
studies are needed to identify amoxicillin metateslin the milk matrix.

The results ofab initio calculations utilised for the study of rosuvastaind
sulfamethoxazole transformation/degradation pragisbiow that this technique can be very

useful for the structural elucidation of chemicaimpounds which are formed.

Keywords: mass spectrometry, LC-Q-TOF-MS/MS, computationBénaistry, structural
elucidation, transformation products, degradatioodpcts, rosuvastatin, sulfamethoxazole,

ciprofloxacin, norfloxacin, amoxicillin.
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1. INTRODUCAO

A espectrometria de massas (MS) é uma técnicaumstrtal utilizada em uma
infinidade de campos do conhecimento. Devido a wemsatilidade, dinamismo e
enorme potencial, o seu escopo de aplicacdo éartestiente ampliado. Trata-se de
uma das principais técnicas instrumentais paranfiro@cao inequivoca da presenca de
uma substancia em uma amostra ou para a investigagacompostos que a constitui.

Nas andlises em que as moléculas alvo sdo encast@no parte de uma
matriz complexa, as técnicas cromatograficas piissib uma separacdo prévia da
mistura, o que facilita a identificacéo e quandifito dos analitdd. A cromatografia a
gas acoplada a espectrometria de massas (GC-M3aragle ser utilizada ha décadas,
necessita que os analitos sejam volateis e quarneeistabilidade térmica, o que pode
exigir procedimentos de derivatizacao prévia. Pongana muitos tipos de compostos,
as limitacdes impostas pela técnica a tornam insstay”.

O surgimento de métodos de ionizacdo compativeisacoromatografia liquida
(LC), como a ionizacdo poelectrosprayESI), tornou possivel o acoplamento da
cromatografia liquida com a espectrometria de nsafls@-MS), o que acabou com
muitas das limitacdes impostas pela GC-MS. O dedenvento de espectrometros
com analisadores de massastandem(MS/MS) fornecem valiosas informacgdes para a
elucidacao da composicao e estrutura de moléaulgge torna a cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas em natem (LC-MS/MS) uma poderosa
ferramenta analitica com aplicacbes nas mais @igeaiseas. Na Quimica Ambiental,
podemos destacar as aplicacdes para deteccao efiqagéo de poluentes presentes
nos solos e na agua, além de contaminantes naefltaana. Na area da Seguranca e
Forense, possui vasta aplicacdo em testes qualiati quantitativos de drogas e outras
substancias ilicitas ou controladas, nas invedigmglecausa mortisna confirmacao
de autenticidade de documentos e assinaturas estw$os de falsificacdo de obras de
arte. Na industria, € empregada para pesquisat®lmde qualidade da matéria prima e
dos produtos. Na area da Biologia e da Saude, édasaécnicas de analise mais
empregada em protedmica e metabolémica. E aindespensavel para a pesquisa de
farmacos, para o estudo de biomarcadores Uteisagodstico de doencas, na deteccéo
e quantificacdo de contaminantes presentes emdeitgiros alimentos e produtos de

uso humano.
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Os farmacos de uso humano sdo uma classe de suést&om grande
relevancia ambiental, pois sdo importantes contanmtés das aguas e dos solos e da
biota. Uma das rotas de degradacéo desses compafoela ocasionada pela radiacao
proveniente da luz solar, especialmente para opasios presentes nos cursos de agua
superficial. O processo de fotdlise pode geraryaxide transformacdo que sao tdo ou
mais toxicos que 0s compostos originais. Aliadosso,i 0 emprego de processos
oxidativos avancados para tratamento de efluent@®o o da fotocatalise, também
pode gerar substancias indesejad@ds Assim, a identificacdo dos produtos de
transformacao/degradacéo de farmacos é fundanpartake avaliar o real impacto dos
contaminantes no meio ambiente e também para aniroe processos de tratamentos
de efluentes.

Os medicamentos veterindrios sdo outra importaategoria de contaminante
dos ecossistemas. Da mesma forma que 0os medicantmteso humano, eles também
sdo responsaveis pela contaminacéo das aguasseldssAlém disso, sdo empregados
para aumento da producdo de matérias-primas deéssirmmindustria alimenticia. Se as
boas praticas veterinarias ndo forem rigorosamelngervadas, os produtos de origem
animal poderdo conter residuos de medicamentase @ade ter graves implicagdes na
saude humana, especialmente se os limites condideréseguros” ndo forem
respeitados. A possibilidade de monitorar a preseaca concentracdo dessas
substancias nos alimentos é um bom exemplo da témma da Quimica Analitica para

a saude publica.

1.1 Objetivo Geral

O objetivo geral do trabalho é o desenvolvimentaud® metodologia para a
caracterizagcdo dos produtos de transformacao/dagfiad origidados a partir de
processos oxidativos avangados, de farmacos déuwmsano e veterinério através de
técnicas de espectrometria de massas acopladanatografia liquida (LC-MS/MS),

com o auxilio de técnicas da Quimica Computacional.

1.2 Objetivos Especificos

Os objetivos especificos do trabalho séo:
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Estabelecer para os compostos em estudo a met@qgbaga andlise através de
cromatografo a liquido de alto desempenho acoptadspectrometro de massas em
tandem com ionizacédo por electrospray (ESI);

Identificar os produtos de transformacgao/degradag@orosuvastatina gerados pela
fotocatélise com 6xido de zinco, em meio aquoso;

Identificar os produtos de transformacao/degradalgisulfametoxoxazol por fotolise
direta;

Identificar os produtos de transformacao/degradat@cciprofloxacino por fotélise
direta;

Identificar os produtos de transformacao/degraddoaworfloxacino por fotdlise direta,
Quantificar a transferéncia de amoxicilina paraitelbovino e avaliar a possibilidade
de se identificar seus metabalitos;

Utilizar técnicas da Quimica Computacional parail@wmna elucidacdo das estruturas

de produtos de transformacéo/degradacao.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Espectrometria de Massas

A espectrometria de massas (MS) é uma técnicacgnede a razdo massa/carga
(m/2 de espécies quimicas, como de atomos, moléculagregados, desde que
apresentem carga elétrica liquida diferente de. Z8ésoequipamentos mais modernos
apresentam como principais caracteristicas a ialissensibilidade, seletividade e
exatiddo *** Os equipamentos comerciais hoje disponiveis podgresentar
sensibilidade na ordem de zeptomols{)® ja existem trabalhos reportando anélises
na faixa de yoctomols (¥9), o que permite a deteccéo de analitos em amogtias
contenham apenas algumas centenas dessas moléculaseletividade e o poder de
resolucdo da técnica permitem diferenciar espépiémicas com diferenca de massa
inferior & massa de um elétron (massa do elétrde @prox. 9,10939 x18 g). A
espectrometria de massas de alta resolucdo peamdtises com desvios de massa
menores que 5 partes por milhdo (ppm) com o useqdgamentos com analisadores
do tipo tempo de voo (TOF) com sistemas de refleéitons (tubos de voo em “V” ou
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“W"). J& a espectrometria de massas de ultra-eftalucao, que emprega equipamentos
como os de ressonancia ciclotrbnica de ions comsfoemada de Fourier (FT-
ICR/MS), possui uma altissima exatiddo de massermife analises com erros de
massas menores que 50 partes por bifAzo

As constantes inovacgdes tecnoldgicas sao uma edsdicia bastante presente no
campo da espectrometria de massas. Equipamentosfauss de ionizacdo mais
versateis, melhorias nos analisadores e detectonagr sensibilidade, resolucgéo,
exatiddao e novas funcionalidades sao frequentendigp®nibilizados pelo mercado.
Existem muitos tipos de espectrometros de massaerc@is que diferem nas suas
caracteristicas de funcionalidades, aplicacOedjgroacdes e precos. Alguns tipos de
dados s6 podem ser obtidos mediante o uso de usotg&apetro especifico. Isso exige
do usuario um conhecimento soélido das caractasstie limitagbes de cada
equipamentd=>*.

Os espectrometros de massas sdo compostos poo queaties: fonte de
ionizacdo para atribuir cargas as espécies quindi@aamostra; analisador de massas,
gue €é o responsavel pela separacdo dos ions cenméasia razao massa/cangéz( o
detector sensivel aos ions que o alcancam, eréatgecomputacional que permite que
0 usuario interaja com o equipamento, além de an@ze processar 0os dados das
analises™3,

E relevante destacar que os espectrémetros de srefs@&quipamentos de alto
custo de aquisi¢do. Os valores comecdo com algoerdenas de milhares de délares
para os mais simples até véarios milhdes de dolsaes os mais sofisticados. O custo
com a infraestrutura, manutencédo do equipamensajios, softwares para tratamento
de dados, contratacdo de pessoal qualificado pema0o equipamento e treinamentos
também precisam ser considerados. A tecnologia dsgectrdometros evolui
constantemente, 0 que gera uma depreciacao retetinta rapida dos espectrometros.
Além disso, esses equipamentos sdo projetadosopararem continuamente. Nao é
raro que ocorram problemas de funcionamento cageerfi desativados por muito
tempo, por isso € importante avaliar se a demaondaapdlises é suficiente ou se é
necessario estabelecer parcerias e associacaodéetentes grupos de pesquisa para
garantir a continuidade de uso dentro do minime@msndavel. Assim, um robusto

estudo de viabilidade deve ser conduzido previaen@miquisicdo do equipamento.
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2.1.1 Fonte de lonizacao

A presenca de carga elétrica na espécie a sesaaalé condicdo necessaria

para que a espectrometria de massas possa segadgrfara tanto, inUmeras técnicas

ja foram desenvolvidas e estdo em constante a@mento. Algumas das principais

técnicas de ionizacéo e seus principios estdomtessro Quadro ¢34

Quadro 1- Principais fontes de ionizacéo utilizadas em dspeetria de massas.

Técnica

Principio

Impacto eletrénico (El)

Coliséo de elétrons energéticos contra as

positivamente

moléculas para gerar espécies carregadas

D

lonizac&@o quimica (Cl)

reagente

Colisdo de ions gerados a partir de um gas

Dessorcéao/ionizacado por camp
elétrico (FD/FI)

Elevado potencial elétrico aplicado em
D
dispositivos pontiagudos (laminas, filamentos

promovendo a ionizag&o do analito

lonizacao por luz sincrotron

Fotons de luz gerados em aceleradores de

particulas (luz sincrotron) promovem a ionizag

T80

lonizag&o e dessorgao a laser

assistida por matriz (MALDI)

Pulsos de feixe de laser (UV) ionizam a matr

que confere carga as moléculas de analito

Bombardeamento por atomos
rapidos (FAB)

Feixe de atomos inertes de alta energia

Dessorcgéo de Plasma (PDMS)

Fragmentos de fiss2GfdMeV)

lonizacao por eletronebulizacad

“electrospray” (ESI)

Campo elétrico intenso ocasiona

eletronebulizacdo que gera os ions

lonizagéo quimica a presséo
atmosférica (APCI)

fons de gas reagente e descarga corona

promovem a ionizacao das moléculas

lonizacdo ambiente por sonic-
spray (EASI)

Spray pneumatico supersonico promove a

ionizacdo das moléculas

Plasma acoplado indutivamenteg
(ICP)

> Plasma de argbnio ioniza os elementos prese

na amostra

Emissao de ions secundarios
(SIMS)

Feixe de ions enérgicos sobre superficies sol

ejeta ions secundarios

V4

ntes

das
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lonizacédo térmica (TS) Temperatura alta gera aSogsp carregadas

Impacto de ions pesados (HIMS) Feixe de ions deracres de particulas

A lista de técnicas de ionizacdo que consta nadf@ua ndo € exaustiva, uma
vez que inumeras outras fontes podem ser encosjramtdusive comercialmente. No
presente trabalho foi utilizada a técnica de iag@ipapor eletronebulizacdeléctrospray

ionization- ESI), por esse motivo sera dada maior atengéa. a

2.1.2 lonizacao por Electrospray - ESI

A técnica de ESI foi desenvolvida pelo grupo dsgpésa liderado por John
Bennett Fenn, trabalho que Ihe rendeu o prémio NevheQuimica no ano de 2082

Trata-se de uma técnica de ionizacao branda qaepgequissima fragmentacéo
decorrente do processo de ionizacdo, ao contrériongacto eletrénico, por exemplo.
O processo de ionizagdo ocorre a pressdo atmasfé@pticando-se uma alta diferenca
de potencial entre a por¢do terminal do capilao peial flui a amostra e o dispositivo
de entrada (normalmente um cone) do espectrom&treebulizacdo pneumatica e o
aguecimento promovem a eliminacdo do solvente qom a acdo do alto campo
aplicado, resulta na formacéo dos ions em fasesgé5o0

Dentre as principais caracteristicas da ESI dastacque o0 processo de
ionizacdo € bastante eficiente e adequado paracutatépolares e que essa fonte de
ionizacdo pode ser facilmente acoplada a sistereasramatografia a liquido ou
eletroforese capilar. Além disso, possibilita queléoulas n&o volateis sejam
transferidas para a fase gasosa, inclusive macémmak como proteinas, que podem
ser analisadas mesmo em equipamentos com limite/zeaixo (como 4000 ou 5000
u), pois sdo formadas espécies multicarregadaa.fBsge de ionizagdo pode gerar ions
“guasi-moleculdr carregados positivamente (geralmente [M + Biji [M + nH[™) ou
negativamente (geralmente [M - 'H]dependendo especialmente dos grupos funcionais
da molécula, do modo de analise e dos aditivos egaplios. Nos sistemas acoplados
com cromatoégrafos utiliza-se como eluente a ags@wentes misciveis, especialmente
acetonitrila e metanol. Para analises em modoiposisto €, que detectam espécies
positivamente carregadas, emprega-se como aditéidm férmico e o acido acético
em baixas concentracdes (em torno de 0,1 %). Pada megativo, um dos principais

aditivos é o hidroxido de aménio, pois ele favoracdesprotonacdo dos analitos em
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solucdo. A ionizacdo por ESI costuma ser sensiwsl eonstituintes da matriz,
especialmente a sais, pois podem ocasionar o apardgo de adutos e podem causar
supressao ionica. Os principais adutos formadoseApmoléculas de solventes e de
espécies presentes na solucéo, tais comq' M#+18), Na (M+23), K (M+39)®.

Logo apds a descoberta que a técnica de ionizaméelgirospraypode gerar
um grande feixe de ions moleculares, dois modeklrs gxplicar o processo de
ionizacdo foram propostos: o modelo de evaporagidod e o modelo de cargas
residuais’?. As explicacdes devem ser entendidas como um moeatomo tal, elas
nao descrevem completamente os processos envolvidos

Modelo de evaporacédo de ion: este modelo assumasggetas da solu¢cdo que contém

o analito, imediatamente apds a sua saida do capdeencolhem por evaporacao até
gue a intensidade do campo na sua superficie sif@geatemente grande para que os
ions solvatados possam ser expulsos da goticulfgrome representado na Figura 1. A
evaporacao é facilitada pelo aquecimento e pekofltonstante de gas nitrogénio. O
ganho de energia no forte campo elétrico na swperdia goticula compensa a energia
necessaria para aumentar rapidamente a superficgptd quando o ion solvatado é

expelido™®.

ion expehdo\
= -

Energia Livre de Gibbs (G)

Configuracdo da Espécie

Figura 1- Esquema do modelo de evaporacéo det8ns

Modelo residuo de carga: este modelo assume quecegso deslectrospray

gera gotas que apresentam apenas um ion do afalio. é liberado quando o solvente
evapora, conforme pode ser visto na Figura 2. Umgoitante caracteristica desse
modelo é que a taxa de ionizacdo é fortemente émdimte do ion. A geracdo de
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pequenas goticulas e a eficiéncia da evaporacdsobente é que determinam a

corrente de fons, e ndo as suas propriedades-fjsioticas™®.

Evaporacéio y Spray
- -

(I18 L

ion

100 nm

Figura 2 - Representacéo do modelo de residuorda¢d

O processo denominado diectrospray apresentado na Figura 3, é importante
no entendimento do mecanismo de ionizagao, indepgechente de qual € o modelo de
explicacdo mais adequado. O seu ponto de partildaseado na dispersao do liquido.
Quando aplicamos uma diferenca de potencial emiguidb retido dentro de uma
extremidade de um tubo capilar, esse liquido é lespaom um perfil eliptico. O
formato desse perfil € aquele que conduz ao equiléntre as duas forcas dominantes
em todos os pontos da superficie. A tensédo sujarenta puxar o liquido para dentro
da extremidade do capilar com o objetivo de dimmimuérea superficial. A segunda é
proveniente da atracao eletrostatica que se apticaistema e faz com que o liquido
seja atraido pelo contra-eletrodo, ou seja, noidemiposto ao da tensdo superficial.
Quando é executado um aumentando gradativo naotehsiica aplicada, observa-se
gue em um determinado valor de tensdo ocorre ungamga repentina na superficie
eliptica, o que origina um cone pontiagudo que o sentido em que agem as
forcas de Coulomb. Esse € o chamado cone de Tadsim denominado em funcéo
das pesquisas de Geoffrey Taylor na area. Antesewlséo limiar ser atingida, a
igualdade entre as duas forcas € satisfeita potarto raio de curvatura especifico no
ponto de apice da elipse formada pelo fluido. Nargn, a equacdo para o exato ponto
do vértice, mostra que a uma determinada tensdengdo que caracteriza a formacao

do cone de Taylor), o balanco de forcas se tordap@endente do raio de curvatura.
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Assim, teoricamente, ele pode se tornar igual ao.zedesse momento a
electronebulizacdo (processo eletrospray tem inicio®®. Essa descricdo do cone de
Taylor € uma abordagem estatica e ndo inclui o coramento de nebulizacdo. A
superficie carregada com uma ponta de dimensaaitésimal constituiria uma
singularidade para o campo elétrico. Em vez dissliquido comeca a nebulizar. A
descricdo explica porque as goticulas recém-gerestas carregadas proximas ao seu
limite tedrico, o limite de Rayleigh. A densidade darga na extremidade do cone
sempre satisfaz a condigcdo de que o campo eléetpienas contrabalanca a tensdo de
superficie para uma gota. Esta é a definicéo dtelide estabilidade de Rayleiff.

Uma vez que as goticulas sdo formadas, o0 solventega a evaporar enquanto
estdo em voo em direcdo ao contra-eletrodo (comaliZzado na entrada do
espectrdmetro). As moléculas de solvente sdo exdid forma de particulas neutras, o
que conduz a um aumento na densidade do campiz@lé# superficie das gotas. Em
menos de alguns microssegundos, o limite da dedesida campo € atingido e um novo
cone de Taylor se forma na goticula, o que levgegde de goticulas altamente
carregadas ainda menores, cujo diametro € aprogimate dez vezes inferior ao da
original. Esses sucessivos processos de ejecdarteutas com dimensfes cada vez
mais reduzidas geram uma populacdo de goticulat mpaguenas, responsaveis pela
principal fonte de ions detectaveis pelo espectn@nie massas. Quando a goticula n&o
€ completamente esférica, esse processo ira ocwreeu ponto com o0 menor raio de
curvatura, onde a densidade do campo elétrico perfécie € mais elevada e onde o
limite de Rayleigh € atingido localmente, mesmo gg®ticula em sua totalidade ndo o
atinja. Isso explica por que ocorre a descargagdéisulas via emissdo do cone de
Taylor mesmo que a goticula, considerando todouoveéume, ndo tenha atingido o

limite Rayleigh ™.

Em resumo, cspray originado do cone de Taylor gera uma
dispersédo muito fina de liquido sem a necessidadamh grande evaporacgao prévia de
solvente. Ocorre a formacdo de muitas goticulas di@metro na ordem de 200 nm ou
menores.

Em relagcédo ao tipo de mecanismo envolvido na iga@iagor electrospray, o
consenso corrente é que o0 processo para ions Hakscgrandes (algo como acima de
1000 Da) sao gerados pela dessolvatacdo passigdiade nano goticulas contendo
apenas um fon de analito, de acordo com o modelcesiduo de carga. Os ions
menores podem ser gerados a partir de nano gatiadeno descrito pelo modelo de

evaporacéo de idff.
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Figura 3—- Representagcdo esquematica do processo de eleajrosp

2.1.3 Fonte nano-ESI

As fontes de ionizagcdo padrédo pelectrospray operam a uma vazéo de
aproximadamente 1 mL/min. Essa vazao gera gotiqulagrias com muitos microns
de didametro, as quais contém milhares de molécddaanalito. Apds algum tempo de
evaporacao, essas goticulas passam por processmisigdo via cone de Taylor. As
goticulas secundéarias geradas sdo de aproximadansemhd ordem de magnitude
menores que as primarias e possuem uma cargajanpar@o seu limite Rayleigh.
Essas goticulas podem sofrer um segundo processmidsdo por cone de Taylor,
gerando, finalmente, as goticulas que contém aper@amolécula de analito, que dao
origem ao ion molecular observado. Quando a getisofre um ciclo de emissao por
cone de Taylor, ela perde 20 a 30% da sua cargperaa 2% da sua massa.
Considerando o mecanismo sjoray, a maior parte da massa das goticulas secundarias
€ oriunda da superficie da goticula priméria. Agenma pequena porcentagem da
massa total das goticulas primarias termina encgat que finalmente se tornam ions
observaveis. Assim, € muito mais facil observamaeculas mais hidrofébicas que se
encontram na superficie da goticula do que as mlakehidrofilicas que se encontram
distribuidas no interior. Na fonte de ionizag&o aatectrospray (que operam com
fluxos na ordem de 300 a 600 nL/min) , todo o vauie liquido é dispersado de forma
que todas as moléculas do analito possam ser alosexv A fonte nano-ESI foi

projetada para originar as goticulas primariasoja as caracteristicas necessarias para

26



gerar ions observaveis ao espectrémetro, o quaa tina das mais eficientes fontes de
electrospray com eficiéncia de ionizacdo proxima a 10694%. Ja foram publicados

trabalhos relatando a deteccéo de 30 zeptomolsotieie em amostras, utilizando esse
tipo de fonte®. A desvantagem é que essa fonte é mais fragikeereguer cuidados

adicionais, especialmente quando operam com cagpitauito finos. Estes precisam ser
substituidos com frequéncia, pois facilmente sawfidados. Além disso, elas sdo mais
complicadas de trabalhar. Algumas exigem ajustepad&cionamento em relacdo ao
cone de entrada do espectrOmetro e uma param@émizagn ajustes precisos para se

conseguir um borspraye para aumentar a sensibilidade da anli&&

2.1.4 Analisadores Utilizados em Espectrometria ddassas

Os analisadores ou separadores de massas samcpagbriparte de um
espectrobmetro de massas. Eles promovem a sepatlagdespécies carregadas em
funcdo da sua razao entre massa e cangd. (Os principais analisadores de massas e

suas caracteristicas sao apresentados no Quadro 2.

Quadro 2- Principais analisadores utilizados em espectroaeéé massa?.

Faixa de Limite superior
Analisador de massas Faixa de Resolucaa Exatidao tipica b
de massa (Da)
(erro em ppm)
Setor magnetico Baixa 1000 ou menor ~1.000 10.000 a 20.000
Campo magnético simples
Setor magnetico Alta (60.000 a 100.000) 5 10.000 a 20.000
Focalizacdo dupla
Baixa —
Quadrupolo aproximadamente <100 ~4.000 a 5.000
2000- 4000
De baixa a alta,
Analisadorion-trap dependendo do tipo de ~100 ~5.000 a 6.000
ion-trap
Analisador TOF time-of- . 500.000 a
flight) - linear Baixa 4000 a 5000 100 a 200 1.000.000
Analisador TOF time-of- Alta
flight) - Em V, W 30000 S 5.000 2 10.000
Analisador TOF em espiral Alta 50.000 ou maifs ~2 5.600
Alta
Orbitrap 60.000-100.000 ou ~la3ou ~ 50.000
maior, depende da menor
configuraco
A o Altissima
Ressonéncia ciclotrénica 1.000.000 ou melhor ~1 ou menor ~ 30.000 a 50.000
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A exatidao, resolucao e faixa de massas variamueigdb da tecnologia e do
conjunto formado com os demais componentes donssteomo lentes, detector e
eletrbnica, porém o analisador de massas € detmnteima qualidade dos resultados de
andlise.

A resolucéo de um espectrometro de massas indina aapacidade em separar
dois valores de massas adjacentes, quanto maspkicao, maior essa capacidade.

A Figura 4 traz a comparacao entre um pico geramodpis espectrdbmetros com
diferentes resolucdes, sendo que o pico 1 se rafema equipamento com resolucdo

inferior aquele que gerou os picos identificadas condmero 2.

2 A U“Jl\..__

Figura 4- Representacdo esquematica de picos com difenestasicoes.

miz

A exatiddo é o parametro que indica o grau decroniflade do valor den/z
medido com o valor de verdadeifd. Através da sua andlise sabemos qual é a
expectativa de erro d®/zmaximo aceitavel para analise com o equipamenttro®u
pardmetros da analise como sensibilidade, linedgida repetitibilidade e
reprodutibilidade dependem também de outros disposiutilizados no equipamento,
como qualidade do sistema elétrico e eletrOnictvearutros.

Os analisadores quadrupolar, também chamados atiupolos, sdo os tipos
mais comuns, devido ao sdasigncompacto, baixo tempo de varredura (na ordem de
100 ms) e menor preco em comparagcao a outros athaless. Sa0 compostos por dois
pares de hastes metalicas, normalmente cilindrismsdesses conjuntos é submetido a
um potencial elétrico positivo, enquanto o outrajma negativo. A cada conjunto é
aplicada uma tensédo de corrente continua (DC) embio@a¢cdo com uma tensdo de

corrente alternada (também chamada de potencradilefrequéncia alternante — RF).
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O par positivo de hastes age como filtro para os @mmm/zacima do valor da faixa
determinada para a analise, enquanto que o outyegmao filtro para os ions com/z
menor do valor da faixa. Para uma dada amplitudiemgtio DC e RF, apenas o0s ions
com uma razam/z especifica serdo ressonantes e irdo adquirir vajetdria estavel
que os conduzem de uma extremidade a outra doupadr Os ions ndo ressonantes
sdo desestabilizados e atingem as hastes ou sadastpelo sistema de vacud *

A Figura 5 apresenta uma representacdo esquend@ican analisador de massas do

tipo quadrupolo.

0 _ 00
<+
e 00

Figura 5- Representacdo esquematica de um quadrupolo dss leditdricas e de sua
polarizacao.

O desempenho (por exemplo, a habilidade de sepaes massas adjacentes
através de uma faixa determinada) de um quadrupepende da sua geometria, da
eletrbnica, das voltagens que se parametriza euadlagsalidade da manufatura. Os
guadrupolos podem ser usados em dois modos prisicgga modo SIM (do inglés,
single ion monitorinjou em modo SCAN. No modo SIM, os parametros (aongd da
DC e RF) séo ajustados para se detectar apenasicoidn especifico ou um conjunto
de ions com valores dm/z pré-estabelecidos. Esse modo de andlise forneaa ma
sensibilidade para usuérios interessados em maka@l/o, uma vez que um maior
tempo pode ser destinado para a sua selecédo ag@paNo modo SCAN, a amplitude
das voltagens DC e RF é alterada segundo uma réanpgaanto se mantém a razao
RF/DC constante) para obter o espectro de masstxdds as espécies presentes em
uma certa faixa den/z

O analisador de massas baseado no tempo de vommowETOF, do inglés

Time-of-Fligh) teve seu conceito tedrico desenvolvido especiaienpor William E.

29



Stephens nos anos 1948. Porém, apenas nos anos 1980 surgiu o interessercial
por esse analisador de massas, em vista das $icas@gs para macromoléculds.

O TOF é um analisador de massas simples e rolu@tpativel com diversas
fontes de ionizacdo e que opera em ampla faixa/deO principio de operagdo de um
espectrometro de massas com analisador de tempoaéTOF-MS) basicamente
envolve a medida do tempo que um ion leva paraessar o tubo de voo até se chocar
com o detector. Os ions formados na fonte de iQdza&o conduzidos até a entrada do
TOF onde podem, dependendo do equipamento, serutmdms por um curtissimo
espaco de tempo (na ordem de alguns microssegurdspulso de alta voltagem
acelera muito rapidamente os ions em direcdo aectdet Como eles possuem
diferentes razdem/z serdo progressivamente separados em grupos o ammm sua
velocidade (e, portanto, segundo a razéld) a medida que atravessam o tubo de voo.
Os ions colidem sequencialmente no detector emootescente do valor da razédy
gerando pulsos elétricos que sdo computados. A nazAé calculada com base no
tempo, registrado por um controlador, entre o mamgoe é dado o pulso que acelera
o ion, até 0 momento da sua colisdo no detector.

Existem duas categorias de analisadores TOF:nesres e os dotados de
refletores (eflectrong de ions. Os lineares possuem a vantagem de graite nao
apresentar limite maximo para a razéfz Porém, em muitos equipamentos o limite
superior esta situado entre 500.000 a 1.000.0@0rdalO principal problema desse tipo
de analisador € a baixa resolucdo, pois ela € dafeper fatores que alteram a
distribuicdo de energia dos ions. Espécies com mesinpodem adquirir diferentes
quantidades de energia, especialmente durante aegs®@ de ionizacdo da amostra.
Outro fator relevante esta relacionado com a vaoage energia cinética dos ions
guando ocorre o pulso gque os introduz no tubo de Mo momento que ocorre o pulso
de aceleracdo na entrada do TOF, os ions acumulpodsm apresentam uma
distribuicdo variada na quantidade, na direcdo eseanotido do seu movimento
translacional, o que resulta em diferentes valdeegelocidade durante o voo através do
tubo, mesmo para espécies com mesmip'™ > ¥ Esse problema é minimizado pelo
segundo grupo de analisadores TOF, os nao-lineames refletores de ions. Esses
instrumentos possuem alta resolucao e fornecenttades dem/z com exatiddo de 5
partes por milhdo (ppm) ou maior. O principal gadiorefletor (presente no esquema
mostrado na Figura 6) € corrigir pequenas diferemgaenergia cinética que ions com
uma mesma razam/z possam apresentar. O chamado refletor é constifpdd um
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arranjo de grades que geram um campo elétricorguefietir os ions, o que resulta em
uma trajetoria curva para 0s mesmos. Para ionsuoomesman/z aqueles com maior
velocidade penetram mais no campo elétrico geradoefietor, o que implica que
percorrerdo uma trajetéria maior daquela dos ions menor velocidade. O resultado
final é a correcdo nos tempos de voo, fazendo asmians de mesmm/z colidam no

detector com uma dispersdo bem menor daquela queos tubos de voo linéat?),

2.1.5 Analisadores de Massas em Tandem

A espectrometria de massas @mdempermite executar analises denominadas
de MS, em que, normalmenta,é igual a dois (andlise MS/MS) ou menos comumente,
trés (MS/MS/MS). Mais raros sao 0s experimentos ranaior do que trés. A principal
caracteristica dos espectrometrostandemé que eles possuem analisadores de massa
em série, como, por exemplo, nos equipamentos daados triplo-quadrupolo e Q-
TOF. O primeiro tipo possui trés quadrupolos eneséendo que o segundo analisador,
que também pode ser um hexapolo, funciona comooamara de colisdo responséavel
por fragmentar ions. O segundo tipo de equipamestpyematizado na Figura 6, possui
um quadrupolo como primeiro analisador de massas.seQundo analisador
normalmente é outro quadrupolo ou um hexapolofuleiona como camara de coliséo
nas analises MS/MS ou como condutor de ions paeaceiro analisador nas anélises
MS. O terceiro analisador de massas € um TOF. Actigpnetria de massas ¢éamdem
possui inUmeras vantagens em relacdo a espectiametrmassas MS. Ela permite
obter valores da razdu/ztanto do ion precursor, quanto dos seus fragmeatgsie
fornece informagdes estruturais sobre o fon prectfrs #)
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Figura 6- Representacdo esquematica do espectrometro héwitipo Q-TOF.

(adaptagdo do manual do usuario do Q-TOF da Waters)

2.1.6 Sistema de Fragmentac&o de ions por CID

A dissociacdo induzida por colisdo (CID, do ingl&Sollision Induced
Dissociation) € o método de fragmentacdo de ions mais utilizade@spectrometria de
massas para analises em que se utilizam analisadorandem(analise MS/MS). O
principio da técnica esta baseado na aceleracdima®sintes da sua entrada na camara
de colisdo (normalmente um quadrupolo ou hexapp@) possui em seu interior um
gas inerte, como argbnio, xenbnio e criptbnio, paia de baixa energia, e hélio ou
nitrogénio para CID de alta energia. Na colisdatepala energia translacional é
convertida em energia interna, o que induz a fragagdio dos fon$?. A anélise dos
fragmentos gerados (também chamados de ions fithpg)tir de um ion previamente
selecionado (denominado de ion pai) permite oltermacdes estruturais do ion de
origem.

De forma resumida, o processo ocorre da seguintaeinaa um ion é
selecionado no primeiro analisador de massas ce® éa algum critério informado,
como intensidade, valor de/z pré-estabelecido, presenca de certos fragmentos ou
perda de um fragmento com massa pré-estabelecgddeais ions que ndo atendem
ao critério sado eliminados do sistema pelas bondeasacuo ou pela colisdo com
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componentes do analisador, como as hastes que nformsaquadrupolos. Este ion
selecionado é acelerado (com base em um valor elgiamue € parametrizado pelo
usuario) e conduzido até a camara de colisdo. Osapbts, apresentados
esquematicamente na Figura 7, sdo bastante utibzedmo camara de colisdo para
colisdes de baixa energia (na ordem de algumasdszami poucas centenas de eV),
tendo em vista que permitem desacelerar os ions rapidamente e acelera-los mais
lentamente, resultando em uma distribuicdo de ene@ngnor dos ions na entrada do
proximo analisador de massas, 0 que aumenta augé@sole a sensibilidade do

equipamento.

@ O © &
© ® — & &
@ O © @

Figura 7- Esquema de um hexapolo.

(adaptagdo do manual do usuario do Q-TOF da Waters)

No interior do hexapolo, os ions sofrem colisdo aomgas inerte. A colisdo
gera fragmentosque sdo conduzidos ao proximo analisador de massake Sao
separados pela razé&dzpara posterior detecgao.

Os espectros de fragmentacao CID obtidos atraveli®es de alta energia
(na ordem de keV) resultam em espectros melhoodegiveis e normalmente com
menor rearranjo, o que torna mais simples a irgéapéo do que quando obtidos em
colisdes de baixa energia (na ordem de dezenaggomas centenas de eV). Porém,
esse modo sé é possivel em equipamentos dotadsstatemagnético ou TOF que
possuam a capacidade de fornecer aos ions a altgigetranslacional necessaria para
esse tipo de fragmentacdo de moléct¥ag\ técnica consiste na introducdo do gas no
interior da célula de colisdo como um feixe perpauidr ao feixe de ions acelerados
por um potencial de alguns quilovolts. Esse feigegds de coliséo € direcionado para

uma saida onde uma bomba de vacuo os retira peserpar o vacuo do sistertfa
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2.1.7 Modos de Analise
Ha varias formas de se conduzir uma analise poic#&s de espectrometria de
massas. As mais comuns sao apresentadas abaixo.

Modo full scan pode ser executada por equipamentos dotados deniom analisador

ou equipamentos emandem E feita a aquisicdo do valores ¥z de todos os ions
dentro de certo intervalo du/z pré-estabelecido (como por exemplo, entre 1000e 50
daltons). Nao ocorre fragmentacéo dos ions na eadeacolisdo. O primeiro analisador
“filtra” os ions conforme a faixa pré-estabelec&lpromove uma separacéo inicial dos
ions. O segundo analisador (se presente), que hoemie funciona como camara de
colisdo, tem como principal funcdo conduzir os i@us primeiro para o terceiro
analisador, além de desagregar, via colisdo delesigrgia (na ordem alguma unidades
de eV, como 3 eV ou 5 eV) com o gas inerte preseatseu interior, complexos de
espécies que eventualmente se formem por algundépoteracdo entre duas ou mais
espécies nao ligadas quimicamente. O terceirosauii (se presente) separa os ions
com base na sua razawz normalmente de maneira mais eficaz e eficienteiela que
ocorre no primeiro analisador, especialmente se tesseiro for um analisador de alta
resolugcdo. Com esse modo de andlise temos a inféomdo perfil de todos os ions
presentes na amostra dentro do intervalmbsue foi definido pelo usuério.

Modo SIM (do inglés,selected ion monitoring modo possivel em equipamentos

dotados de um ou mais analisadores. Nesse modemdyy especifica uma faixa
estreita de massa para avaliar, tipicamente um@adeai dem/z Essa analise possui
maior sensibilidade em relacéo fatl scan Opta-se por esse método de analise quando
ja se tem um alvo especifico (ion camiz conhecido) para monitorar. Esse tipo de
analise pode ser particularmente interessanteguaoatras com matrizes complexas ou
com concentracdes bastante reduzidas.

Modo product ion scannesse modo, possivel em equipamentos em tandprimeiro

analisador seleciona os ions com um vait@bem estabelecido. Os ions sdo enviados a
camara de colisdo onde sofrem choques com o gés,igerando fragmentos do ion
precursor. Os fragmentos gerados sdo conduzidoteraeiro analisador onde sao
separados e depois levados ao detector. Dessa, fobtgmos o espectro MS/MS dos
ions, o que nos da informacfes estruturais imp@sariguns equipamentos dotados
de apenas um analisador de massas sdo capazedizir tana andlise similar. Porém,
existem algumas diferencas importantes, pois os $éo fragmentados diretamente na
fonte, ou seja, logo na entrada do espectrometrqueno ndo garante que todos 0s
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fragmentos gerados sejam oriundos de ions preesrsmm a mesma razé&wz Essa
funcionalidade é especialmente Gtil para amostas wm Unico analito e com elevado
grau de pureza ou para amostras com uma sepanayda gee analitos muito boa. Caso
a amostra contenha impurezas em concentracdedicagnas que coeluam com o
analito, a fragmentacdo na fonte conduzira a unsunai de fragmentos oriundos de
diversas moléculas, o que restringe bastanteidad#@ dos dados obtidos.

Modo precursor ion scanmodo de analise possivel em equipamentosaggiemque

informa quais sdo os ions que geram um fragmenttMESle interesse. O primeiro
analisador separa ions presentes na amostra ca@mnbasazaan/z do mesmos e 0s
conduz a camara de colisdo. Apés o choque com oingée, os fragmentos sao
enviados ao proximo analisador que separa os imsscenduz ao detector para que o
mesmo registre o sinal apenas quando é atingidarpdon MS/MS com o valor da/z
pré-estabelecido pelo operador.

Modo MRM (do inglésmultiple reaction monitoring este modo esta disponivel em

equipamentos emandem E muito usado para diagnosticar se um determinado
composto estd ou ndo presente em uma amostra ertarmbm o objetivo de
quantificacdo. Esse modo de andlise € particulaemaii para amostras com matrizes
complexas, pois apresenta grande seletividade.eNaesslo de analise, informa-se ao
espectrometro uma lista prévia dos ions de interpaga que seja feita a fragmentacao
MS/MS. Para cada um desses ions, informa-se aimdauumais fragmentos MS/MS,
chamados de transicdo, que deverdo ser selecionaddmo analisador de massas e
conduzidos até o detector. Dessa forma, somenéedgesinal no detector aqueles ions
que atenderem ao critério d@'z estabelecido para o primeiro analisador de massas
que também originem na camara de colisdo algunfrdgmentos pré-definidos. I1sso
impede que se registrem eventuais ions que tenhawalor dem/zidéntico ou muito
proximo aqueles definidos como ion precursor, mesr§io venham a gerar na camara
de colisdo os fragmentos pré-estabelecidos. Senéaegeram os fragmentos MS/MS
gue se esta monitorando, ndo se trata do ion gacde interesse. De forma resumida,
0os analisadores de massas no modo MRM desempenbasegaintes tarefas: o
primeiro quadrupolo (Q1) é configurado para tratisrapenas compostos com a razao
m/zconstante na lista. O segundo analisador (Q2/@decolisdo) gera os fragmentos
apos a colisdo do ion precursor com o0 gas inertder€eiro quadrupolo (Q3) é

configurado para transmitir ao detector apenas wmdois fragmentos com uma
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determinada raz&o massa/carga (como por exemgte; 181,1 + 0,3 en/z= 190,5 +
0,3).

Modo SRM (do inglés,selected reaction monitorijig esse modo corresponde

praticamente ao MRM, tanto é que alguns muitassvaeen € feita a distingdo entre os
termos. A diferenca € que no SRM se monitora apamasinico ion precursor, 0 que
confere grande sensibilidade a anélise.

Modo neutral loss modo de analise presente em diversos equipamenttandem Os

analisadores operam de forma sincronizada. O pmoemanalisador realiza uma
varredura para cada valor/ze os envia a camara de colisdo. Na sequéncidarda
sincronizada, o terceiro analisador realiza a megangedura que ocorre no primeiro,
porém com uma diferenca d#@zque corresponde a uma diminuicdo de massa do valor
especificado pelo operador. Por exemplo, enquanfwiroeiro analisador separa e
transmite o ion corm/zde 400, o terceiro analisador separa 0s ions gensal camara

de colisdo e transmite ao detector apenas os fragseonmm/zde 382, caso estejamos
interessados em saber se algum ion da amostra psteendo um fragmento neutro na
forma de uma molécula de agua (18 daltons) quamdimetido ao processo de CID.
Modo MS: esse modo de andlise é possivel em alguns ecerpasnmais modernos,
pois a tecnologia é recente. Durante a aquisicaaatws a energia de colisdo é
dinamicamente alterada entre um baixo e um altorviso produz de forma alternada
espectros de massa dos ions intactos e os respeedpectros de fragmentacdo de
todos os ions precursores, além de perdas neuioaas essas informacgfes sao
adquiridas em uma Unica analt® Um possivel problema em relacéo ao uso do modo
MSF é a coeluicéio de fons. Se a separacdo ndo éaefetiis ou mais fons poder&o ser
fragmentados ao mesmo tempo, 0 que acarretara emaspacttro de fragmentacéo
complexo que conterd informacées de mais de um dipoion, dificultando a

interpretacéo do espectro.

2.1.8 Detectores

O detector € o componente que possui a capacidgadesgdonder e registrar as
espécies eletricamente carregadas que |he saodaesvi® estimulo recebido pelo
detector pode ser ampliado antes que o sinal segamenhado ao sistema de
processamento de dados. Os equipamentos do tiponéexia ciclotronica e orbitrap

tém a deteccdo baseada na corrente induzida pefionerto dos os ions no analisador.
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Ou seja, a deteccédo ocorre durante o process@eeagéo das espécies com diferentes
razdes m/z Para os demais equipamentos, 0s detectores noamine S80 as
fotomultiplicadoras e, em especial, o multiplicaderelétrons®.

Fotomultiplicadoras s&o dispositivos que transform&tons em corrente
elétrica mensuravel. No multiplicador de elétroos,ions colidem com a entrada do
detector. Essa colisdo resulta tipicamente na ejet& outros 2 ou 3 elétrons
secundarios que séo acelerados por uma diferengateiecial. Os elétrons secundarios
colidem com a parede interna do detector, prodozéiétrons adicionais a cada coliséo.
Dessa forma, a colisdo de um ion com a entradatdetdr resulta em uma corrente de
elétrons mensuravel, gerando o sinal que seradmwaa sistema de processamento de
dados.

Muitos equipamentos possuem como detector um digmoslienominado MCP -
detector de placa de microcanais (MCP, do inglésrdChannel Plate), representado
esquematicamente do lado esquerdo da Figura 8aeéatde uma fotografia (lado
direito). O dispositivo € formado por um conjunte thilhares ou até milhdes de
multiplicadores de elétrons em miniatura, dispogiasalelamente entre si. A Figura 9
apesenta um esquema de como um microcanal registtagada de um ion. O MCP é
utilizado em equipamentos com analisadores doTipb, tendo resposta extremamente

rapida, além de alta sensibilidade.

Canais

Figura 8- Detector de placa de microcanais (MCP, do inglésathannel plate).

(adaptagdo do manual do usuario do Q-TOF da Waters)
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Figura 9- Representacédo de um microcanal presente no detiectipo MCP.

(adaptacédo do manual do usuério do Q-TOF da Waters)

2.2 Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometriade Massas

A combinacdo da cromatografia liquida com a espewdtria de massas (LC-
MS) permite a identificacdo inequivoca e quantféade substancias em concentracao
ao nivel de tragos e ultra-tracos, tais como faosa@am matrizes bioldgicas, como
sangue, fluidos corporais, tecidos, urina, alémelifeentos, como mel, ovos, leite e
produtos carneos. A técnica é particularmente peifa confirmar a presenca de
substancias controladas ou proibidas, o que reljmées de deteccdo mais baixos
possiveid*®. O acoplamento é especialmente vantajoso quamdarsdisadas matrizes
complexas ou amostras com muitos analitos. A tédnie-Q-TOF permite a separagao
prévia dos componentes de uma mistura, de forma cgo®a analito possa ser
introduzido no espectrometro e submetido a anMiSEMS sem que haja a perda de
informacfes das demais substancias de interessestjuerem presentes na amostra.
Para fins de elucidagdo estrutural de molécula3;TOF de alta resolugédo € bastante
atil, pois fornece resultados com erros no valomdeinferior a 5 ppm para a analise
MS. Para andlise MS/MS, pode-se perder um pouce@xd¢iddo, mas também é
possivel se obter erros inferiores a 5 ppm, depeladdo equipamento e da qualidade

da curva de calibrac&b
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2.3 indice de Deficiéncia de Hidrogénios

O indice de deficiéncia de hidrogénios (IDH) tamb& chamado de RBDE (do
inglés,rings double-bond equivalentsu DBE (do inglésgdouble bonds equivalen)es
O valor de RDBE indica o grau de instauracdo daéoubdd, ou a sua deficiéncia de
hidrogénio. E um parametro bastante util na deteagdio de estruturas de moléculas. O
valor de RDBE nos informa o somatorio do numeraltdé anéis e nimero de ligacbes
n presentes. De maneira simplificada, para cadaturssgio ou anel presente na
molécula soma-se uma unidade ao valor de RDBEpqde ser calculado pela seguinte
equacao.

RDBE=c-2- 24+ M2 (1)
2 2 2
Em que:
C = nimero de carbonos do composto;
H = nimero de hidrogénios do composto;
X = numero de atomos de halogénio do composto;
N = namero de atomos de nitrogénio do composto;
P = nimero de atomos de fésforo do composto.

Atomos divalentes como oxigénio e enxofre nio rdmmem para o valor de
RDBE. Cabe salientar que a equacéo considera acialais comum do elemento, o
gue pode gerar divergéncia do valor verdadeiro RZBE o valor calculado. Os
elementos nitrogénio e fésforo podem assumir v@éigual a trés ou cinco e 0s
atomos de enxofre podem ter valéncia dois, quatroseis. Para moléculas que
contenham algum desses trés atomos em diferentebira@cdes de valéncia, a
utilizacdo da formula para o célculo do RDBE fiaamprometida. fons e espécies
radicalares com namero impar de elétrons conduzem walor de RDBE igual a n +

0,5, em que “n” é um ndmero inteifd.

2.4 Distribuicao Isotopica

A maioria dos elementos quimicos possui mais dasdtopo estavel. O padréo
de distribuicdo isotopica muitas vezes pode serregaplo como ferramenta para
facilitar a elucidacdo da estrutura de uma molécata composicdo desconhecida. No

caso dos compostos organicos, os elementos camg#umais comuns sao o carbono,
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hidrogénio, oxigénio, nitrogénio. Em proporcdo uwmug@ menor estdo o enxofre,

foésforo e halogénios. O quadro 3 apresenta ashiigibes de massa e a abundancia

isotopica de alguns elementos quimicos comuns empa@stos organicos.

Quadro 3- Informacdes sobre a composicéo isotdpica de alglensentos quimicds).

) __ | Melhor medida de umg C.om|cio§igéo
Elemento Numero de| Intervalo das variacdes nte terrestre Ginica isotopica
massa (A) | naturais (fracdo molar representativa
(fracdo molar)
(fragdo molar)
H 1 0,999816-0,999974 0,99984426 0,999885
’H 2 0,000026-0,000184 0,00015574 0,000115
2c 12 0,98853-0,99037 0,988922 0,9893
3¢ 13 0,00963-0,01147 0,011078 0,0107
N 14 0,99579-0,99654 0,996337 0,99636
5N 15 0,00346-0,00421 0,003663 0,00364
o 16 0,99738-0,99776 0,9976206 0,99757
0 17 0,00037-0,00040 0,0003790 0,00038
o 18 0,00188-0,00222 0,0020004 0,00205
*p 31 | 0 e 1 1
¥g 32 0,94454-0,95281 0,9504074 0,9499
¥s 33 0,00730-0,00793 0,0074869 0,0075
¥s 34 0,03976-0,04734 0,0419599 0,0425
%3 36 0,00013-0,00019 0,00014579 0,0001
*Cl 35 0,75644-0,75923 0,75771 0,7576
scl 37 024077-0,24356 0,24229 0,2424
*Br 79 | 0,50686 0,5069
gy 81 | @ - 0,49314 0,4931
Ca 40 0,96933-0,96947 0,96941 0,96941
Ca 42 0,00646—0,006648 0,00647 0,00647
Ca 43 0,00135-0,00135 0,00135 0,00135
Ca 44 0,02082-0,02092 0,02086 0,02086
Ca 46 0,00004-0,00004 0,00004 0,00004
Ca 48 0,00186-0,00188 0,00187 0,00187
Zn 64 | @ - 0,491704 0,4917
Zn 66 | @ - 0,27731 0,2773
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Zn 67 | - 0,040401 0,0404
Zn 68 | 0 - 0,184483 0,1845
Zn 70 | - 0,006106 0,0061

O padrao de distribuicao isotdpica do espectrmdssas pode facilitar bastante a
tarefa de concluir sobre a presenc¢a ou ausénatgdas atomos, como o cloro, bromo
e enxofre em uma molécula com constituintes desmdbs, pois possuem um padrao
bem caracteristico, conforme pode ser observadé&igasas 10, 11, 12 e 13. Quando o
espectro de massas MS de uma espécie monocarragessentar dois picos com
intensidades semelhantes e com diferencmnf@dele aproximadamente duas unidades,
deve-se considerar a possibilidade de existir tomatde bromo na sua constituicdo
(Figura 10). A medida que aumentamos o nimeroataai de bromo aparecem outros
picos e a intensidade relativa é alterada, confqgraue ser visto na Figura 11, em que
se apresenta 0 espectro de massas da espécie megada By. Da mesma forma, se
essa mesma diferenca de duas unidadesnideestiver presente em uma espécie
monocarregada, mas se 0 primeiro pico apresentarntensidade aproximadamente 3
vezes superior a do pico com/z com duas unidades adicionais de massa, deve-se
considerar a presenca do cloro, conforme podeisterva Figura 12.

Em um espectro de massas de uma espécie monackregdiferenca de duas
unidades entre dois picos também pode indicar sepga do atomo de enxofre. Nesse
caso, a intensidade do pico com duas unidadesoadisidem/zé na ordem de 4% do
seu correspondente. O espectro de massa teérimaxdfre é apresentado na Figura 13.
Na Figura 14 € apresentado o espectro tedrico depumposto [GoH11Nz03S + H que
contétm o enxofre em sua constituicdo, onde se \wbsgue 0 pico referente ao
composto com um atomd'S em sua constituicdan(z 256,055) possui intensidade
relativa de aproximadamente de 4,4%. Na Figura drésentado o espectro de massas
tedrico da espécie monocarregada&Hl Pode-se observar que o picoraia48 Da é
constituido pof“C, *H e32S. O pico préximo a 49 Da é constituido pi&, 1H e¥°S. J4

0 pico préximo a 50 Da é constituido o€, *H e S.
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Figura 10- Espectro tedrico da espécie [Bela composicao isotdpica dos picos.

. 2Br”
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Br?9+ Brsl
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Figura 11— Espectro tedrico da espécie {Bre a composicio isotopica dos picos.
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Figura 12— Espectro tedrico da espécie [G#]a composicdo isotdpica dos picos.
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Figura 13- Espectro tedrico da espécie [8]a composicdo isotdpica dos picos.

"
100 CLZHI, NQleg3? [C]gH]]N:gOgS * H] -
101 N3"03 m'z Intensidade (%))
90 254,05939 100,000
o0 255,05642 1114
255,05878 0,789
704 255,06275 11243
55,0567 0.120
. 804 256,05346 0,004
E 5 256.05519 4439
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B a0 256,06344 0692
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Figura 14— Espectro tedrico da espéciad8:1:N303S + H] com a composicéo
isotdpica dos picos e a sua intensidade relativa.
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Figura 15- Espectro tedrico da espécie [§3H]" e a composicdo isotdpica dos picos.
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A intensidade relativa dos picos do espectro desasde um composto podem
fornecer uma estimativa do quantitativo de atomosith determinado elemento. Nas
Figuras 16 e 17, podemos observar que quando temmosumento de dez para
cinquenta no nimero de carbonos da molécula, teamofumento significativo da
intensidade relativa dos picos gerados pelas espénm®C em sua constituicao.
Conforme apresentado no Quadro 3, a abundanci#*Cdé um pouco superior a 1%. J&
a do*’C, é préxima a 99%. Isso nos leva a concluir quecamposto com apenas um
atomo de carbono apresentara o pico das espé@egtém->C com uma intensidade
de um pouco mais de 1% daquela referente ao pe@sf@écies com atomo He. A
medida que aumenta o niamero de atomos de carbanwen#a a probabilidade de
encontrarmos na molécula atomos't@ o que resulta no aumento da intensidade do
pico referente as espécies com esse isétopo eroosaposicdo. Nas Figuras 16 e 17
sdo apresentados o0s espectros de massas teéricakiade diferentes espécies
monocarregadas. Podemos observar que a espgilie,@presenta o pico referente a
espécie monocarregada com i@ em sua composicdo, com uma intensidade de um
pouco mais de 10% daquela do composto com apgéDas sua composicéo. J& para o
composto GHioz, @ intensidade do pico das espécies monocarregadasim*>C em
sua composicdo € um pouco superior a 50% daqualaesi@écies nonocarregadas
constituidas exclusivamente ptiC. Também podemos observar que o aumento do
namero de carbonos acarreta um aumento na pratad®lide encontrarmos moléculas

com 2 ou mais 4tomos &% em sua composicao.

12
10C CioHz

Intensidade

10 oc™ +1c”

1420 1425 1430 1435 1440 1445 145.0 1455 146.0 1465
Massa/carga (Da)

Figura 16- Espectro tedrico da espéciedd,;]” e a composicdo isotdpica dos picos.
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Figura 17— Espectro tedrico da espécies8i0]* e a composicio isotopica dos picos.

Quando a diferenca de massa entre o pico do campos apenas is6topdC e
o pico com umt>C for de aproximadamente uma unidaderde podemos concluir que
os ions analisados pelo espectrémetro sdo mongados (conforme nas Figuras 16 e
17). Podemos ver na Figura 18 que essa diferedgaa@roximadamente 0,5,valor este

que indica que os ions gerados sdo dicarregados.
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Figura 18- Espectro tedrico da espécigBio]°" e a composicao isotépica dos picos.
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Como a diferenca de massa entrf® e '°C é de aproximadamente 1 Da, se a
carga do ion for 1, teremos que da ran@ndessa diferenca resulta no valor denizE&
1/1). Se a carga for igual a dois, da ragéipobteremos o valor de 0,B(z= 1/2). Para
a carga igual a 3, a razéwzresulta em 0,33n{/z= 1/3). Assim, pela diferenga entre o
valor dem/zda espécie constituida exclusivamente'fGre o valor daquelas com um
3¢, podemos inferir a carga dos fons. A carga do gode ser estimada pelo

arredondamento do resultado da operacéo:

1
n=
Am/z

(2)

Em que:
n = carga do ion;
Am/z = diferenca de massa observada entre o pico déciespom umt’C em sua

composicéo e da espécie constituida exclusivanpemtéC.

2.5 Quimica Computacional

A chamada “Terceira Revolucao Industrial” iniciadpos a Segunda Guerra
Mundial tem como caracteristica marcante o acetedmbenvolvimento tecnoldgico
que rapidamente é incorporado pela sociedade efleeerem inovagfes que agregam a
diferentes areas. Nas Ultimas décadas, a Quiniea,dd conhecimento historicamente
experimental, também se beneficiou dos avancos ma @&a computacdo. O
aprimoramento de hardwares e desenvolvimento devasels agora possibilita a
realizacdo de experimentossilico. Muitos dados que antes somente tinhamos acesso
através de estudos empiricos agora podem ser sladeforma teorica.

Célculos com moléculas isoladas fornecem informacg®bre a estrutura e
geometria mais estdvel da molécula, seus comprosest angulos de ligacéo,
frequéncias vibracionais, barreiras rotacionaistrithuicdo eletronica, momento de
dipolo, entre muitas outras propriedades. Em geval, resultados obtidos pelos
experimentosin silico para a obtencdo dessas propriedades possuem @atdaex
comparavel com os resultados obtidos pelas viasrementais, especialmente para
moléculas pequenas com até duas ou trés dezena®rdes. Em sistemas com um

significativo numero de moléculas, especialmenteek em que se consideram as
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moléculas de solvente, é possivel realizar o adldel propriedades termodinamicas,
como entalpia, energia livre, constante de equoliler capacidade calorifica. Além
disso, os célculos computacionais podem fornecgogiaobre as estruturas do estado
de transicdo em reacdes quimicas, fornecendo ianges informacdes cinéticas.

Com o uso da computacdo grafica é possivel visuaistemas atbmicos e moleculares
em trés dimensdes e de forma interativa, pois pilisside rotacdo e translacado de
atomos, moléculas, além da ampliacdo das imagensegiées de interesse. A
computacdo grafica também permite visualizar a idade eletrénica em torno da
molécula, estruturacdo de conglomerados de &tomoos, e moléculas, além de
informacdes de interacdo entre estruturas, tai@dongas intra e intermoleculargs.

O tipo de sistema em estudo e as informacfes qupretende obter séo
fundamentais na determinagdo de qual ferramentquétaica computacional € mais
adequada. Muitas vezes € necessario utilizar umdioacdo de métodos para que seja
possivel alcancar bons resultados. Simulacdesrdanita molecular sdo baseadas nas
leis da fisica classica e sdo muito empregadas ggestudar sistemas com elevado
namero de atomos. Porém, como o método negligencepresentacdo explicita dos
elétrons, sua aplicacdo é restrita ao estado fuewlan Além disso, a qualidade dos
resultados obtidos é altamente dependente dos etcsutilizados, especialmente da
superficie de potencial da molécula que € defipiela campo de forca utilizado. Por
sua vez, os métodab initio sdo aqueles que se fundamentam e derivam diretamen
dos principios teéricos da mecanica quantica.

Nos métodosb initio, o estado quantico de um sistema constituido de aum
mais particulas é representado através de umadueanda. A partir dela podem ser
obtidas informacdes do sistema em estudo. Uma wezaduncéo de onda é conhecida
para um determinado estado do sistema, entdo quatthservavel fisica pode, em
principio, ser determinada pela expressao:

l_[ Y*(operador)¥dt

Observave
[w*wdr

@)

Em que ¥ representa a funcéo de onda. A integracaalemimplica em integrar sobre
todo o espaco. JaV*” € o complexo conjugado d¥; (P*¥). Existe um operador
adequado para cada diferente observavel, comoiandansidade de carga, momento
de dipolo e constante de acoplamento hiperfino.nQoiae trata da energia, utiliza-se

47



como operador o hamiltoniand. A solucdo da equacdo de Shcrbdinger para um

sistema fornece a funcao de onda que o descresguécao de Schrodinger é dada por:

HY=EY (4)
Em que:
H = Hamiltoniano que opera sobre uma funcdo matemati
¥ = é a funcéo de onda que descreve o sistema;

E = é a energia do sistema.

Exceto para o atomo de hidrogénio, ndo é possivargrar a solucdo exata
para a equacao de Schrodinger associada a atomosol@cula. Como estratégia,
utilizam-se aproximagcbes como a de Born-Oppenheimgae consideram que o
movimento do nucleo e elétrons ocorre separadameai@ se calcular a energia
eletrbnica a uma distancia internuclear fixa enras® obter a energia total pela adicao
do termo de repulsdo nucleo-nucleo. A aproximacaotree—Fock é amplamente
empregada como o primeiro passo para o tratamenteqdacéo de Schrodingé?.
Quando aplicamos essa metodologia em um sisteraeadétrons, a funcdo de onda é
descrita por um Unico determinante de Slater foor@at um conjunto de spin-orbitais

(x) segundo a equacao:

%) = [XaXz - XaXp - Xn) )
Em que ¥” indica a fung&o de ondayandica os spin-orbitais

Conforme o principio variacional, os spin-orbitaigis adequados sdo aqueles

gue minimizam a energia eletrénica do sistema.&ga € obtida segundo a equacéo:

Ey = <l1U0|H|11U0) (6)

Na qual “H” representa o Hamiltoniano.

Com a introducdo do operador de Fock, a equacadadieee-Fock pode ser

escrita como:

fl)(a) = Sal)(a) (7)
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Em que f” é o operador de Fockegé a energia do spin-orbita), .

A equacao de Hartee-Fock é resolvida através deraocedimento interativo até
se encontrar um valor auto-consistente. Encontra-4&, substitui-se na equacao de
HF, calcula-se o novof™ e se repete o ciclo até encontrar em dois cialosssivos
uma diferenca numérica menor que um valor pré-eleailo. O método Hartree-Fock
acaba por resultar em valores de energia maioresagureais. A essa diferencga
denominados energia de correlacdo eletronica, gde per tratada com o uso de DFT
(do inglés,Density Functional Theojycomo o funcional hibrido denominado B3LYP,
empregado neste trabalho. O método utiliza o furadide Becke com a inclusédo de 3
parametros empiricos de ajuste e incorpora osdoais de correlacdo de Lee, Yang e

Parrt®,

2.5.1 CélculosAb I nitio como Ferramenta para Elucidacdo Estrutural

A espectrometria de massas empregada como fertanpama a elucidagao
estrutural de moléculas possui limitagbes. Nem sem® possivel determinar as
diferencas entre isbmeros, como no caso da localizde substituintes ao longo da
cadeia principal de atomos. No caso especifico Waidacdo de produtos de
transformacao/degradacéo, as ferramenteas da quémicputacional podem ser muito
Uteis para inferir a posicdo em que ocorreramagjfers como hidroxilacdes, oxidacdes
ou perda de atomos ou grupo de atomos.

A primeira tarefa para se iniciar uma simulacaémgotacional € a construcéo das
moléculas. Para cada possivel posicdo do substitsnelabora uma estrutura. Com a
metodologia e parametros de simulagdo definidossedanicio ao processo de
otimizacdo das geometrias das moléculas para smrbasconformacdo com menor
energia que, conseguentemente, corresponderd @uestrmais provavel de ser
encontrada. Atencdo especial deve ser dada aodévigoria que se ird empregar e a
escolha da base que corresponde a representacatoduss do sistema. O uso de uma
base robusta é fundamental, pois a qualidade dmdtados obtidos € altamente
dependente desse fator. Na escolha da metodologiasera empregada € essencial
avaliar quais as informacdes que se pretende oPfEma que a simulacdo possa
representar corretamente o fendmeno real, deveamssderar a sua representacéo mais
completa possivel.
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As ferramentas computacionais também possuem dimaisacdes, pois
normalmente ndo temos como considerar de manemgleta todas as variaveis
relevantes de um sistema real. As simplificaco@s refcessarias para se diminuir o
custo computacional e para diminuir a complexidd@esimulagdo, mas elas devem ser
bem avaliadas para ndo comprometer a qualidadedidsaresultados. Algumas vezes, a
falta de conhecimento em relacdo a quais sdo w&lparametros realmente necessarios
para representar de maneira satisfatoria o sistem@ae pretende estudar também pode

comprometer os resultados obtidos pela via comjmrtalc

2.6 Farmacos como Contaminantes Emergentes

A induastria Quimica contemporanea disponibiliza unimidade de substancias
a sociedade. Nos primeiros dias de maio de 201%egistros daChemical Abstracts
Service divisdo daAmerican Chemical Societyndicam o registro de quase 97.000.000
de substancias quimicas organicas e inorganicasiniero aumenta a um ritmo de
aproximadamente 10 novas substancias por niffutbluitas dessas substancias sdo
potencialmente toxicas e podem gerar algum impaeigativo ao meio ambiente,
especialmente a salde humana. Os produtos proteielo setor farmacéutico
merecem especial atencdo, pois sdo consideradtsminantes emergent&d). Essa
classe de contaminantes sdo substancias poucoa@atucem relacdo as suas
implicacbes ambientais e sdo definidos como uma&goat de compostos nédo
regulamentados que pode ser candidatos a uma futgidacdo, dependendo dos
resultados das investigacdes sobre as suas cag@drambientais e os seus efeitos
sobre a salide humana e o meio ambiéfteJmas das principais caracteristicas dessa
classe de contaminantes € que nao necessitamtipargisneio ambiente para causar
efeitos negativos, haja vista que as suas taxasadsformac&o e/ou remoc&o Sao
compensadas pela sua continua introdué8o Para a maioria dos contaminantes
emergentes, a incidéncia, os potenciais riscos dosd@&cotoxicoldégicos ndo estédo
disponiveis, o que torna dificil a tarefa de presars efeitos sobre a biota. E importante
ressaltar que muitos desses contaminantes esta@sentes e tem sido detectados em
efluentes de plantas de tratamento, em aguas mugierfsubterraneas e até em agua
tratada®. Segundo oUnited States Geological Suryegm 2002 foram detectados
antibiéticos em 48% dos rios e curso de aguas eam@$ examinado$?. Essa

disseminacgdo global de antibioticos no ambientenéfator de pressdo para a selegédo
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natural das cepas de bactérias mais resistentss ee¢tamente esta contribuindo para a
aumento da incidéncia de infeccbes bacterianasngoerespondem aos tratamentos
convencionais.

Dentre os medicamentos classificados como contam@ga emergentes,
destacam-se, além dos antibioticos de uso humaategnario, os analgésicos, os anti-
inflamataorios, os anticoncepcionais, os antisséptios reguladores de lipidios, os anti-
epiléticos, os psicotrépicos, entre outfds

Outra categoria de contaminantes emergentes sacharmados disruptores
enddcrinos (DE), também conhecidos pela sigla eji@$nEDC, (do inglés,nelocrine
disrupting chemicals Essas substancias possuem a capacidade de groati@vacoes
no sistema endocrino de animais e humanos. Defidal @a Segunda Guerra Mundial,
e especialmente nos ultimos 30 anos, os disruptmdécrinos se disseminaram nos
meios aquaticos, resultando em um ambiente cormgiatede interferir no sistema
enddcrino da biota exposta. Os efeitos dos DE dkgerda sua concentracdo e da fase
de desenvolvimento do organismo em que ocorre as&go. Assim, embrides, fetos,
neonatos, jovens e adultos podem reagir de difesenaineiras a essa exposicdo. Outra
caracteristica importante da exposi¢do aos DE stagjies iniciais do desenvolvimento
do organismo podem se manifestar apenas depotindala a maturidade do individuo
afetado ou até na sua meia idade, embora a fasecritéia seja a embrionaria, fetal e o
periodo neonat&f®.

Ja foram relacionados centenas de compostos DE, ctaino, Pesticidas,
herbicidas, fungicidas, inseticidas, nematicidagtals pesados e outros produtos
quimicos, como plastificantes, dioxinas, bifenitpitorados, bifenilpolibromados.
Experimentos em laboratorio demonstraram que asidm de fetos aos DE podem
causar severos disturbios na diferenciacdo de $rgéis eles agem como hormoénios
agonistas ou antagonistas. Durante a gestacaorgd®sbem desenvolvimento que
possuem receptores para hormoénios sexuais saoidspate sensiveis a exposicao
materna aos DE. Nos fetos do sexo masculino, ad&érgfetados incluem a prostata,
vesicula seminal, epididimos e testiculos. Em féémsininos, glandulas mamarias,
atero, vagina, colo do Utero e tubas uterinas. Bthos 0s sexos a genitélia externa,
cérebro, esqueleto, tiredide, figado, rins e siagtamunoldgico sdo alvo de esteroides
com acdo hormonal e, portanto, suscetiveis a aedprabutos quimicos que agem
como mimetizadores hormonais. A exposi¢cdo aos Diaaé&s critica nos primeiros

estagios do desenvolvimento, apesar de estudogiemia mostrarem que a exposicao
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cronica de adultos aos DE com fungéo estrogénstdteeem mudangas permanentes no
cérebro e no aparelho reprodutor. Assim, existeossipilidade que a exposicéo
ambiental crénica de adultos aos estrogénios qagmapos a maturidade, mesmo em
baixo nivel, pode ter efeito em humanos similaolgervado em animais de laboratério
@3 Os DE que contaminam o meio ambiente também @muodificaces
epigenéticas, muitas delas relacionadas com a lsggade humana. Estudos recentes
indicam que essa exposicao, especialmente durdase gestacional, é relevante para o
entendimento de questdes que envolvem a homoskadeif?,

A problematica envolvendo os contaminantes emeegegsta ficando cada vez
mais em evidéncia. O entendimento em relacdo as somsequéncias demandam
estudos que envolvem a sua identificacdo e queartdio. Nesse sentido, as técnicas de
cromatografia gasosa e liquida, acopladas a espwstitia de massas (GC-MS ou GC
MS/MS, LC-MS e LC-MS/MS) sao importantes ferramenpara o monitoramento da
presenca e da concentracdo dos contaminantes eney@en amostras ambientais. A
expansdo do uso destes compostos torna cada veampairtante o desenvolvimento
de técnicas analiticas adequadas para sua and@lessearis produtos de transformacéo e

metabolitos.

2.7 Estudo de Produtos de Transformacao, Degradac&Metabolitos

A identificacdo de compostos desconhecidos, contocaso de produtos de
transformacao, degradacdo e metabdlitos ainda e&critbs, apresenta uma série de
dificuldades adicionais em comparacdo as analisesj#e ja se tem um alvo bem
definido. Nos sistemas submetidos a fotélise, fatlise e biotransformacédo, podemos
ter uma quantidade consideravel de diferentes cetop@endo gerados. Por se tratarem
de compostos distintos, eles podem possuir cafstitas quimicas diferentes, entre
elas a polaridade. Este fato pode afetar principaten a extracdo e a eficiéncia da
separacdo cromatografica. A inexisténcia de padp@@sa 0Ss compostos que sdo
desconhecidosa priori dificulta a otimizacdo das analis€d. Em vista das
caracteristicas acima citadas, as técnicas aaalititlizadas nos estudos de produtos de
transformacao devem ter uma alta sensibilidadgygoomonar informacdes estruturais
de forma mais abundante possivel e ndo ter ressrigdanto ao tipo e quantidade de
compostos que podem ser analisados de forma sitealfd A cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas de alta réspkh@m analisadores de massas no

modo tandem satisfaz aos requisitos e € uma ferramenta muitpoitante na
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identificacdo de compostos desconhecidos. Apesar diiculdades descritas, os
produtos de transformacédo apresentam a vantagese deginarem de uma estrutura
comum que normalmente € conhecida. Assim, ja e daruma composi¢ao elementar
definida, informacdo essa, bastante valiosa na Hderanterpretar os espectros de
massas. A presenca de certos atomos com isétopaadarésticos, como cloro, bromo e
enxofre, ajuda consideravelmente na tarefa de idefinomposicédo elementar de uma
substancia. A presenca de fragmentos MS/MS comuime a molécula precursora e
seus derivados sempre precisa ser levada em caatgdde Destaca-se também a
importancia de avaliar as reagcfes caracteristigasogorrem na fotocatéalise, fotélise e
biotransformacdo. Elas normalmente ajudam a pralgms potenciais produtos de
transformacéo que podem ser gerados em cada si¥tempesar dessas vantagens, a
determinacdo de compostos desconhecidos, nos ast@mle sdo gerados produtos de
transformacdo ou metabdlitos de farmacos, ainda esid@ bem implementad?.
Estudos focados nesta area sdo importantes emgustanuitas vezes, os produtos de
transformacao, degradacdo ou metabolizacdo podemnae toxicos ou persistentes
que os farmacos originais. Para se entender o atenpento dos farmacos no meio
ambiente e dos subprodutos gerados ao longo dosgsws de degradagdo dos mesmos,
€ preciso estudar os seus produtos de transform@game o desaparecimento do
farmaco em si ndo significa necessariamente quéoeleliminado, pois pode ter se
transformado em outros compostos.

A literatura pertinente ao assunto revela um comstaumento nos estudos
relacionados com produtos de transformacao de &snda existem publicacdes com
esse foco para diclofenaco, ibuprofeno, naproxeetgprofeno, fenoprofeno, acido
salicilico, indometacina, clorotetraciclina, sulfmmdas, enalapril, atenolol, bezafibrato
e cimetidina, entre outra®. Nos Quadros 4, 5, 6, 7 e 8 constam os produtos de
transformacao/degradacéo ja publicados para oaé@srestudados neste trabalho.

O Quadro 4 mostra os produtos de transformaca@dagéo ja publicados para

o ciprofloxacino, refetentes a sua fotdlise, fotalise e processo de oxidacao.

53



Quadro 4- Produtos de transformagéo/degradacéao do cipraiioaaegundo trabalhos

ja pulicados.
Informacdes Produtos de Transformacéo / Degradacéo
o} o] (o]
T HO
Fotdlise ] OH OH OH
y ou || | |
HN N
A > 324 nm. HN( o="" h HN\)" !
(ref. 25) ”2“\) A
o} OH o OH [#] OH
OO DO T
@
K\Nﬁ,i, i - (\N% N - K\NH N
HN\) A HNJ A H"\)
(o]
8] OH
£ o] OH
Fotdlise o
o | ° e ‘
A > 254 nm. | 0” “NH N

/';,z"'\.
(ref.26) | [ N o Wl ; ]
SRS US|
O OH @
| HO. /D
o
| R
Lo " (\NH NH
GRS
- #
0 0 o 0 0o 0
F
H,N N O;N N N N
X Lo &7k
Fotolise
A > 290 nm. o L
(ref. 27) 0o o Q O 0
(\N N O;N N l/\N 0

A A w4
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Fotolise (\
Luz do sol HN‘H A HN\) A
natural (290— o]
470 W m? O O
(Vis) e 20-31 29
W m 2 (UV). MOH | OH
ref. 28
HN. A NH, A
. 0O O o o o]
Fotdlise F F E
| OH | | OH | | OH
Lampada de
xenénio. Nfl N I.I:\NH N NH, N
(ref. 29) 2 70 A z A A
pH = 4: dois produtos de transformacéo/degradacéo:
O 0
F. COOH H COOH
| 98
‘/\N N |//\\I T N/.
N \
Fotolise onc” > ) HN\L-H(, /
A :8880 nma pH= 8: trés produtos de transformac&o/degradacao:
nm.
(ref. 30)

Fotocatalise

UVA-TIO, e
VIS-TiO,
(ref. 25)
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Fotocatalise

TiO,
(ref. 28)

Fotocatalise

TiO,
(ref. 31)

Oxidagéo

Ozondlise
(ref. 32)

Oxidacéao

KMnO4 em
meio acido.
(ref. 33)




HaN R
WO R A ‘ Wy R

HN N Os N N o= N N
- L o | L,
Fm‘j\ﬁ/o F 0 © F °

Oxidac&o o o © o o o

ClO,

R =
| N R
(ref. 34) HoN N NK\ I'ld
o .
F F
(o] (0] 0 0

A literatura mostra que na fotélise e fotocatalige ciprofloxiacino é comum
que sejam gerados produtos de transformacao/deg@da partir da abertura e/ou
oxidacdo do anel piperazina, da hidroxilacdo dd arematico e a da perda do atomo
de flaor. Ja no processo de oxidacdo do CFX, obssgvrincipalmente a abertura e a
oxidag&o do anel piperazina.

No Quadro 5 sdo mostrados os produtos de transf@ordegradacao do

norfloxacino ja relatados na literatura.

Quadro 5- Produtos de transformacéo/degradacao do norfloeasegundo trabalhos
ja pulicados.

Informagoes Produtos de Transformacdo / Degradacio

F
0O @
Fotélise O&H

Lampada o HBNJ K

PhIIIpS 30 W Q pH dcide pH dcido, neutro e alcaline pH cido e neutro
50% de emissaq
em 274 nm.

Fotodegradacad
em pH acido,
neutro e
alcalino.
(ref. 35)
HZN

o) pH 4cido, neutro e alcaling
pH dcido, neutro e alcahno
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(@]
(@]

Fotdlise E E
| OH OH
Lampada de o |
xenodnio HN H.N N
2
(ref. 29) HEN\) N K
O 0] 0
FmCOOH F COOH F. COOH
| | |
N N N N
HN \ (IJHU HNK\ ‘cno | HN N\CHO lqu
Ncuo ScHo > cHo
. 0]
Fotolise 9 o
HO ‘ COOH HOWCUUH HO COOH
) = 300-800 | |
N N
nm. HN \ (LHO K\N\CHO T N\CHO ]T
(ref. 30) Mo . BN o HN._ CHO
0 0
HOOC]\)J]/COOH OHC]\)Jj/COOH
H "N H
H i
0o O 0 0 0 0
HO
Oxidagao HaNS_J § HzN g HoN® L
CH
KM_nO4 em 0o 0
meio acido F - 0O O
(ref. 33) | F
OY\H. e | OH
HNW) N HaN N
OH K
H,N R HoN R HN
U AT LI
HN N 0N N o | |
L o - 0 o
o o
o 0O o
Oxidacao o o o o
ClO,
=
(ref. 34) NR

T
N
T z
:: Z—A
Q

@]
@]
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A literatura traz que, assim como ocorre com oafipracino, na fotdlise do
norfloxacino € comum que sejam gerados produtosratesformacéo/degradacdo a
partir da abertura e/ou oxidacdo do anel piperadiadidroxilacdo do anel aromatico e
da perda do atomo de flGor. Também podem ser eamcw® produtos de
transformacao/degradacdo originados a partir dadag@io da etila ligada ao
nitrogénid®®. Ja no processo de oxidacédo do NFX, observa-seipaimente a abertura
e a oxidagao do anel piperazina.

No Quadro 6 sdo mostrados os produtos de transf@ordegradacao do

sulfametoxazol ja relatados na literatura.

Quadro 6- Produtos de transformacéo/degradacao do sulfaamibgegundo trabalhos

ja pulicados.
Informacgodes Produtos de Transformacdo / Degradacdo
Fotodlise
Hac\ﬁom
%> 290 nm o~ —X
(ref. 36) NH,
HoN S0,—N N
2 J @ |-|2N—©—903H
Fotolise
CHj
A>290 nm
HN
(ref. 37) N] §
o7 “CH, HAN 50,—NH—C—NH—CH,—C—CH,
4 b
= 1 el | HN__N
i / | | PiI =
.\H;—{\\\ {f IL OH NH; \\J/_(rl, ,\32:“ wl‘ \0
H,N :".{
Fotdlise " CHa
HO—HN & L on ® —_I
1>290nm— | 'VJ') tz=< = ‘N
250 W n¥? =0 ”“Z_<‘\\\\__| _x;?_ 'ﬁ_\“__
(ref. 38) om0 /A
— (‘) _ 0 \‘/0
N /kﬁ*N“ NH—( ) L i HiC
HO~ 0 )
‘\I‘, ()\;/
H;C |
; HiC
Fotolise

A entre 265 e o-N 00 oN. o 0

430 nm - 76 W I NH HO-S I NS "

m? e444W | HsC 2 " HsC H 2
2

m—2
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(ref. 39) CsHso:aS
CgHgO4S
CoH7NO,S
CeH1N30
CaHeN,05S
C1gH1oN203S
C+10H13N304S
C+oH11N304S

Lp N 2 n Q
s R @ LR s
- - 1l
0 = V. C
H(;/‘|/ 0o 0 )
CH; CH;
C o ~0OH I(l)
I N - 0 ~N—=
N = I . I HC S—N—T=
NI—L—\": >—(;‘; N—=" NHJQE— NH—(— > < },{5 C o
H( CH, o Hc)/“(
Foto Fenton OH CH,
(ref. 40)
0 0
- 11 . —_...--N 1l
\H_@S—N— f”\” H,N 0 NH @—s—NH
78S S TN
OH
CH, CH;

] R 1l
NHﬁ@fH_ NH—C—0H
- 1l

0

A literatura mostra que na fotdlise do sulfametakaz comum a formacao de
produtos de transformacéo/degradacao hidroxiladgsodutos gerados a partir da
ruptura da ligacédo entre o enxofre e o nitrogéali&mn da ligacdo entre o nitrogénio e o

carbono.

No Quadro 7 sdo mostrados os produtos de transf@orgegradacdo da

rosuvastatina ja estabelecidos na literatura.
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Quadro 7 — Produtos de transformacao/degradacémsdeastatina segundo trabalhos ja publicados.

Informacfes

Fotolise Direta

Hidrolise acida

Técnica analitica LC-MS/TOF, LC-MS,
on-line H/D exchange e LC-NMR.

Informacgdes adicionais
- rosuvastatina é estavel ao estresse térmicc
(50° C durante 21 dias;

- estavel a oxidacao (com®, a 15%);

- estavel a hidrdlise alcalina (NaOH 1M);
- estavel a hidrélise em meio pH = 7;

- degradada pela radiacdo UV (lampada
Osram L 18W/73 e Philis Trulite 18W/86)

Referéncia(41)

8.500 lux e~0.5 W/nf radiacéo UV.

|

M +H]" 482 \I/
Ve

=N
N\_ﬁ/
7

I I
N N

[M +HJ": 482 Tﬁ) [M+HJ: 482 Tﬂ/
- v

o

IJ e
M +HT™ 482 Y;
4

~
4
o]

HCI 0,05 M
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Técnica analitica LC-MS HDE (hydrogen
/ deuterium exchange-mass spectrometry

Informacdes adicionais

- reportou dois produtos de transformag

da hidrélise acida.

Referéncia(42)

ao

" /D COOH
0
1LY |
R N
Y Y
N _#N N ¥
M +HJ" 464 | M + HT™ 464
IM +H] /N‘,;E/ M +H] 464/1“9/
Q

0

Técnica analitica LC-UV-MS (ion trap
MS — baixa resolucgéo)

Informacdes adicionais
- degradacdo da RST por UV,®}, calor,
hidrélise acida e alcalina;
- 11 TPS reportados e 5 sugestdes
estruturas apresentadas;
- oxidacéo: HO, a 5%, a 80C por 15 min
levou a degradacdo de 10% da RST. 0O
TPs com estrutura sugerida.nz 464 é o
mesmo da hidrélise acida. @n/z 498
corresponde ao:

F

M +HJ" 408

- degradacdo térmica em T ambiente
180 min resultou em degradacdo de 3%
RST;

- hidrélise alcalina: 0,05 M de NaOH co
aguecimento por uma hora a 80° C, R

Distancia entre lampada (UV) e amostra de 5
RST em pé e em solugdo. 20 min, 60 %
degradacdo. ApG6s 70 min, 100% de degrada
Dois principais TPS com m/z 482 - Minoritari
514, 482, 480 (2x) e 478.

de

ois

por
da

cM05 M HCI - degradacéo de 5% da RST (1
amin e T ambiente). Com 0,1 M HCI
caquecimento por 15 min a 80° C, degrada
bgle 30 % da RST.

[M +HJ" 480

M +HJ" 482

demonstrou ser estavel,

180
e
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- estresse térmico: 80° C por uma h
degradacdo de ~6% da RST;

Referéncia(43)

pora

N M +HJ" 464
O=‘i}=0
Técnicas analiticasInfravermelho, RMN € UV 366 nm por 72 h e UV 254 nm por 48| h
LC MS. (poténcia ndo informada — amostra a 20 cm| da
lampada).
Informacdes adicionais
- investigacdo da fotoestabilidade da RST; j\
- fotodegradacdo com RST em solucdo e 5 OH OH
g ms U /] H/[ 1
sélida; s 7y~ COOH
- reportou dois TPs de fotodegradacao o0 N J\/I@I [M=HT- 482
ref. 44 I |

( ) Hac,‘osl.,h‘l,f-‘\‘:N, - /CHE
Referéncia(44) CHh &

F

=5, OH OH

H
/](\S; A coon
0O N¥ [M +H]" 482
0 [
HaC & N)\N/ \(CH3
CHj, CHy

Técnica analitica HPLC UV VIS
Informacdes adicionais
- avaliagdo da estabilidade fisica e quimica
da RST para o medicamento sélido; RST no estado sdlido é estavel a fotodegradagdo A RST € sensivel a hidrélise acida.
- parametros avaliados: degradacédo térmiddy 254 nm por 12 horas (poténcia ndo informada).

fotodegradagdo, hidrélise e estre
oxidativo;
- RST estavel a oxidagdo e hidrdli

alcalina;

bSe

se
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- pequeno percentual de degradacao

na

degradacédo térmica (ar seco a 105° C paor 24

h);

- a estrutura dos TPs ndo foi avaliada.
Apenas a extensdo da degradacgdo da RST.

Referéncia(45)

Técnica analitica HPLC UV-VIS

Informacdes adicionais

- determinacgdo da concentracdo da RST

presenca de produtos de degradacéo;
- NaOH 1 M: 10 a 12 % (RST (ar aqueci
a 80° C durante 20 h);

na

do

- H,0, 0,5%: degradacéo de 20 a 25% RST

(ar aquecido a 80° C durante 20 h);

- degradacéo térmica: 4 a 5% (100° C
24 h);

- autoclavagem: degradacdo de 3 a
(121° C, 15 PSI de presséo, 20 min);

- N&o foram avaliados os produtos
transformacgao.

(ref. 46)

Referéncia @6)

Fotodegradacdo: decomposicdo de 25 a 289
P&ST (1,2 x 10lux/h)

5%

de

hidrélise acida: pH 1,5 (HCI): degradacéo en
b e 55% da RST (ar aquecido a 80° C dur

20 h);
pH 6,8: degradacdo de 4 a 5% RST
aquecido a 80° C durante 20 h).

tre
ante

(ar
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A literatura mostra que na fotdlise da Rosuvastatinorre principalmente a

formacdo de um novo anel condensado aos dois gategstentes. Na hidrolise acida

€ comum a condensacdo do grupo funcional acidoox#idd e um grupo alcool,

formando uma lactona de seis membros.
No Quadro 8 sdo mostrados os produtos de transfdordegradacdo e

metabolitos da amoxicilina ja reportados peladitigra.

Quadro 8 — Produtos de transformacao/degradacaabatitos da amoxicilina

segundo trabalhos publicados.

Informacgodes

Produtos de Transformacdo / Degradagdo e Metabdlitos

Metabolitos em
leite bovino
(ref. 47)

COOH 2

5Ot -Otry

COOH

Estresse acido
HCI0AMT=
250C - 1h
(ref. 48)

o
HO)OI
COOH

COOH
CHj

H,N  LH

o

COOH

HN

ZI

s CHy

=
O

HO
HO

Metabolitos em
tecidos de
suinos (rim,
figado, gordura
e musculo).
(ref. 49)

HO

COOH

Metabdlitos em
tecidos de
suinos:
masculo, rim,
figado e gordurg
(ref. 50)

COOH
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HzN
\rﬁ\NH S
O oH
o]
HO

Q OH OH
B & o)
Oxidacdo em
agua com NH, NH,
descarga elétrica H\/{S CH, H\/(s CH,
(ref. 51) 1 N CH, I Ill CH,
HO H OH HO OH
o) o
NH, s. CH
H H.N 3
(o] 2
HO 2 OH
o]
? 0
HO —@—CIH-%—N ' HO @—(}H—%—N—CH,_
NH, © olﬁl\ i H
Metabdlitos em COOH - COOH
sangue venoso
de suinos. H (ﬁl
HO HO—@—C\-H—C—T 0
NH,
Biodegradagdo|
em aguas NH s
residuais. W
(ref. 53)
O oH
(o]
HO
OH

Os dois principais metabdlitos da amoxicilina eraxds em leite bovino e em

tecidos e sangue suino sdo o acido amoxicildicnaxiilina dicetopiperazing” 49 %

52)

Em estresse &cido, oxidacdo em &gua e biodeg@dags produtos de

transformacao/degradacédo mais comuns sdo geragastiada abertura do anét
lactamico, acompanhada de mudacas estruturaiglaaria

Conforme citado anteriormente, existem inUmerobalteos de produtos de

transformacéo/degradacgéo para farmacos em ger@imPainda ndo esta estabelecida

uma metodologia genérica que possa ser aplicadaestodo de produtos de

transformacao/degradacédo (e metabdlitos), atrawégamatografia liquida acoplada a

66




espectrometria de massas. Além disso, ainda n&@m eBsponiveis estudos mais
aprofundados dos produtos de fotocatalise da rssat@a na presenca do ZnO. Em
relacdo a amoxicilina, ndo ha trabalhos que ingesth mais detalhadamente as
dificuldades e particularidades envolvidas na qtieatdo da amoxicilina em leite,

através da espectrometria de Massas.

2.8 Fotodegradacéao

Os farmacos e seus metabdlitos que sdo lancadoseim ambiente aquatico
estdo suscetiveis a sofrer processos bidticos éti@s de degradagdo. As
transformacdes abibticas ocorrem principalmente Ipidrélise e fotdlise. Muitos
farmacos tém suas moléculas projetadas para aevalmhinistracdo oral, o que exige
qgue eles apresentem resisténcia a hidrolise. ¢ssa & fotdlise, tanto a direta quanto a
indireta, o principal mecanismo de degradacdo dess®postos nas aguas superficiais,
especialmente aqueles que possuem baixa biodedidaidd®

A fotolise direta se da pela absorcdo direta daacad solar. Na fotolise
indireta, outros compostos, normalmente naturagsgmtes no meio, tais como nitratos
matéria organica disponivel, sob o efeito da raiagplar acabam por gerar espécies
reativas que irdo promover as transformacfes dowats. Entre os principais
componentes da matéria organica disponivel est&acio®s humicos. Eles possuem
caracteristicas de heteropolimeros e a sua condmo8ipastante diversa. Possuem em
suas estruturas nucleos aromaticos com condenseg&vel, além de nucleos de
natureza predominantemente alifatica. Uma caratitiimportante das substancias
hamicas é sua capacidade de induzir transformagdescompostos organicos,
contribuindo para sua degradacdo. O processo oqaeedo sao produzidas espécies
reativas pela radiacdo ultravioleta provenientesdb Os fotons produzem espécies
reativas, tais como radicais hidroxila (*OH), oxigé atbmico, anions superodxido,
elétrons solvatados e peroxidos, entre outros. Atémaa organica disponivel,
principalmente os acidos humicos, é ativada pedpéaes reativas, o que a habilita a
reagir com 0s contaminantes presentes no meio iegudisse processo indireto
concorre com a fotdlise direta na degradacéo dosconantes presentes

A fotocatédlise pode ser um eficiente processord&rhento de contaminantes
organicos em agua. Mediante a fotocatalise sdodgeraadicais hidroxila, cujo

potencial de ionizacdo é de 2,8 V. Esse valor érsupao de outros oxidantes
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tradicionais como cloro, (1,36 V), peréxido de biginio (1,78 V) e ozdnio (2,07 V).
Os radicais hidroxila sdo capazes de oxidar coropastganicos, principalmente por
adicao eletrofilica em ligacGes duplas e abstraigiitidrogénio, que acaba por gerar
radicais organicos que por sua vez reagem com migifd No caso do ZnO, que foi
empregado neste trabalho, estudos mostram que manpsde ser reutilizado sem
qualquer tratamento sem perda de sua capacidaaéicatao longo de cinco ciclos de

fotocatalisd®* °°

2.9 Agentes Antimicrobianos

Segundo a Resolugdo RDC numero 20, de 05 de mdid, 265 agentes
antimicrobianos sédo substancias que previnem #gregjdo de agentes infecciosos ou
micro-organismos, ou que os eliminam para preverdisseminacao de infec¢des. Os
medicamentos antimicrobianos sao classificados afibagterianos, antifungicos,
antiprotozoarios, anti-helminticos e antivirais. tibacterianos sdo divididos em
antibioticos, sintetizados por fungos, e quimigierds, estes produzidos em
laboratoério. Os primeiros ainda predominam, masgueatemente sdo manipulados
quimicamente (semi-sintéticos). A denominacdo dibidticos prevalece na pratica
clinica diaria, independentemente da origem naturaintética™.

Os beneficios dos antibidticos a saude humanans@mtestaveis. Estimativas
indicam que eles séo responsaveis por um acrésamaossa expectativa de vida entre
2 e 10 ands”.

O termo “antibiético” foi introduzido por Waksmammel942 e foi definido
como uma substancia quimica produzida por micredusgnos que podem inibir o
crescimento ou até mesmo destruir outros microrisga$™. Apesar da concepcéo
original do termo, hoje, muitos antibidticos saatéiicos ou semi-sintéticos. Essas
substancias sdo empregadas em pequenas doses een inibcrescimento e/ou
inviabilizam a sobrevivéncia de micro-organismosn safetar significativamente o
hospedeiro. As principais classes de antibibticds: senicilinas, sulfonamidas,
tetraciclinas, guinolonas, aminoglicosideos, ansaas, cefalosporinas,
glicopeptideos, macrolideos, entre oufrds

Estima-se que nos Estados Unidos, 51 toneladastiiediicos sdo consumidas
diariamente, sendo 80% em atividades relacionadais@do de animais®. Boa parte

do consumo é proveniente do uso abusivo, que rwdatio por fatores como: relativo
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baixo custo do produto, a ineficicia da regulangitta a escassa fiscalizagcdo do setor,
a falta de conhecimento da sociedade, além deGpsede natureza moral é ética, como
a ganancia, tanto dos agentes de mercado de &nbbiGuanto dos criadores de
animais.

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia SanitariANVISA®?, dados da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) apontam que deais0% das prescricdes de
antibioticos no mundo sdo inadequadas. S6 no Brasitomércio de antibibtico
movimentou em 2009 cerca de R$ 1,6 bilhdes, seguekdorio do instituto IMS
Health. O relatério indica ainda que 40% dos medasos consumidos no Brasil sao
antibidticos.

Os antibiéticos podem ser bactericidas ou bactatioss. Os bactericidas tém
efeito letal sobre bactérias, enquanto que os tast&ticos inibem o seu metabolismo e

a sua multiplicacéo.

2.10 Resisténcia a Antibioticos

A resisténcia a antibidticos adquirida por micrgasmos, especialmente
bactérias, constitui preocupacdo mundial, sendetobjlas mais atuais publicacdes
sobre antimicrobianos. Os antibi6ticos sdo medicénseque influenciam ndo apenas o
paciente em tratamento, mas todo o ecossistemaeadadssta inserid6®. O continuo
uso de antimicrobianos tem contribuido com o aumetd resisténcia de varias
bactérias a antimicrobianos comuns.

O uso de antibioticos na medicina humana, tantpitedar quanto ambulatorial,
é fortemente influenciado por fatores culturais aconémicos. A prevaléncia das
infeccbes e o consequente consumo dos medicameat@grata-las acarretam muitos
erros de prescricdo, relacionados a incerteza dsiga e desconhecimento
farmacoldgico. H& problemas de indicagdo, selecdwescricdo de antibibticos. Ha
ainda o uso de antibiéticos como medicamentos rsiicos. E comum o n&o
reconhecimento de que antimicrobianos sdo medidamesspecificos e, portanto,
eficazes apenas para determinados agentes infestfs

Em relacdo ao uso veterinario, inimeros estuddsniio Européid®” apontam
a existéncia de uma evidente relacdo entre o usandibidticos como fator de
crescimento na criagdo de animais com a propagacfiansferéncia de genes de

resisténcia de micro-organismos associados a @SBRR®IS para micro-organismos
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patbgenos que infectam os seres humanos. Mesmasbaigses de antibidticos
utilizados para fins ndo terapéuticos promovemcéelale espécies resistentes a esses
compostos. Os estudos apontam que a resisténciati@dticos usados em seres
humanos é determinada pelo mesmo mecanismo quke aguieesurge quando usado em
animais. Sabe-se também que os genes de resistémcdisseminam via cadeia
alimentar para a microbiota intestinal dos humaHdg-ace ao risco de efeitos adversos
e de aumento da resisténcia, somente se justifieati@ioticoterapia quando feita
apropriadamente. Tanto na atencdo clinica individpeanto em saude publica é
necessario atentar para boas préaticas de seleg@esericbes de antibidticos. Além
disso, especialmente para o uso veterinario, € riaape@ que se estabeleca um
arcabouco juridico sélido, além de mecanismos stmlizacdo e punicdo eficazes que
coibam o uso abusivo e de ma-fé. Outras agfes swipdiveis estao relacionadas com
a ampliacdo do saneamento bésico relacionado caworreto tratamento das aguas
residuais dos centros urbanos e dos efluentesdmsutia criacdo de animais.

Segundo relatorio de janeiro de 2008 da Agénciaiddat de Vigilancia
Sanitaria ®®, os Enterococcusresistentes a antibiéticos encontram-se amplamente
distribuidos nos alimentos. Eles ja foram deteaglm carnes e produtos derivados,
leites e derivados, dentre outros tipos de alinsedestinados ao consumo humano. O
relatorio indica resultados de estudos que apomgara a ligacdo entre antibidticos
utiizados em animais de producdo e a presenceEmterococcusresistentes a
antibioticos em humanos, sendo esta transmissaoidaovia cadeia alimentar,
mostrando que a presenca destes micro-organisn®slimeentos podem carrear ao
homem potenciais fatores de viruléncia que podempcometer a sua sadtfe

A resisténcia microbiana pode ser classificada comwnral ou intrinseca, e
adquirida. A resisténcia natural decorre de umapnedade comum aos
microrganismos da espécie, tal qual a que ocome @® bastonetes Gram-negativos
(Escherichia coli Proteug resistentes a penicilina G. Essas bactérias tigiate
enzimas que clivam esse antibiético, denominadés-lhetamases, e possuem, além
disso, envoltérios que dificultam o acesso da plémcao seu alvo molecular. A
resisténcia adquirida é resultante da aquisicdoet®nismos normalmente ausentes nas
bactérias da espécie em questdo. A maioriaStaphylococcus aureusolados nao
apresentavam, a principio, resisténcia a penicBnd@orém, ja nos primeiros anos de

uso desse antibacteriano, foram detectadas linbagsistente$?.
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As bactérias podem apresentar resisténcia em fumlghotrés principais
mecanismos: a inativacdo enzimatica da moléculardibidtico; a alteracdo do alvo
celular deste agente e a reducdo do antibidticmiesl intracelular®®. A inativacéo
enzimatica decorre da acdo de enzimas bacterianas sobre cipiinativo do
antimicrobiano, como ocorre el@. aureusprodutores de enzimas beta-lactamases
(penicilinase e cefaloporinase) que hidrolisam el dreta-lactamico de penicilinas e
cefalosporinas. O segundo mecanismo de resisténngiste em alterar a estrutura da
molécula-alvo da molécula do antimicrobiano. Comaenaplo, citam-se 0s
enterococcusesistentes a vancomicina que substituem o residwdanina por lactato,
reduzindo a afinidade da vancomicina pelo seu bbaeriano. Por ultimo, bactérias
podem apresentar resisténcia quando possuem mmeecanigra reduzir a concentracao
intracelular do antimicrobiano, como as bombasfllx@ Este mecanismo é utilizado
por estafilococos resistentes a antibiéticos matioe, como a eritromicing®.

2.11 Farmacos Abordados no Presente Trabalho

Cinco diferentes medicamentos foram abordados megialho: uma estatina e
quatro antibidticos. O Quadro 9 apresenta um resiarinformacgdes em relacdo a esses

compostos.
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Quadro 9 — Resumo dos compostos abordados no teéssralho

Classe/

Medicamento

Informacdes Gerais

Estrutura

Quinolonas

Ativas contra bactérias Gram-negativas. As espéEéseudomonas as bactérias Gram-positivas, incluin

estafilococos e enterococos, ndo sdo sensiveigsa Afuam intracelularmente inibindo a subunidadeal

do

enzima DNA-girase, essencial para a sintese do DB&eriano. Os micro-organismos ndo desenvolyerHO

resisténcia a elas rapidamente. Ha resisténciadauentre elas®.

Fluoroquinolonas

Relacionadas ao acido nalidixico, uma quinolona edividade antibacteriana, sintetizada e patenteswl
1962 por Lescher e colaboradof&s™®,

A presenca do grupo piperazinico confere-lhesdsdé antipseudomonas, ao passo que o atomo dedd#ipr

aumentar a poténcia contra micro-organismos Gragativws em geral e ampliar o seu espectro de a&&@o
incluir os Gram-positivos.
Atuam intracelularmente inibindo a subunidade Aetdaima DNA-girase, essencial para a sintese do I
bacteriano, pela estabilizacdo do complexo forneade DNA e topoisomerasiés.
A resisténcia as fluoroquinolonas é devida, prialciente a mecanismo de bombeamento para fora dla.q
Mecanismo menos comum de resisténcia incluem mesag@ enzimas topoisomerase, que reduzem &
afinidade com o agente bactericida. Também ocoaléesacdo dos poros na camada externa da memtbes

organismos gram-negativos que limitam o acessadtehcida®.

152

Norfloxacino

(C16H18N303F)
[M+H] " =

320,14050 Da

E um &cido-quinolino-carboxilico de administracéal wom acdo antibacteriana. Possui largo espetr
atividade antibacteriana contra patégenos aerdBiasn-positivos e Gram-negativos. O atomo de flier
posicdo 6 proporciona poténcia superior contrarosgaos Gram-negativos, e o ndcleo piperazinicoasifo
7 é responsavel pela atividade antipseudomonasrfxacino inibe a sintese de acido desoxirribdgino

bacteriano. Essa fluorquinolona atinge altas canaefles apenas na urina, por iSSO Seu maior uso

[]

Tn
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tratamento de infecgdes do trato urin&tio

Ciprofloxacino
(C17H18N303F)
[M+H]" =
332.14050 Da.

Possui amplo espectro, boa biodisponibilidade, pereetracao tecidual, meia-vida relativa longa, seya e
menor inducdo de resisténcia bacteriana em confmarags agentes mais recentemente introduzido
mercado®”. O Ciporfloxacino deve ser reservado ao tratameletanfeccbes causadas por bactérias G
negativas multirresistentes, incluindesseudomonas aerugings@ois apresenta as menores concentral
inibitérias contra bacilos Gram negativos. Sua iddite € limitada contraéStaphylococcus aureug
pneumococos e é praticamente nula contra estram®a@m geral. Estudos ambientais mostram que @®
de transformacé&o provenientes da fotolise do digxatino possuem potencial genotoxico, pois aptase
capacidade de causar a clivagem do DA

O uso abusivo determina crescente resisténcia. cani®no de acdo do ciprofloxacino decorre do blimgde

funcdo da DNA-girase, prejudicando o metabolismzidyaano®®®.

S no

ram

ol

=

Sulfonamidas

S&do pobs cristalinos brancos, geralmente pouco eigliem agua, mas seus sais sddicos sdo hidrossol

Foram os primeiros agentes quimioterapicos eficasasios no homem para profilaxia e cura de infec

bacterianas. Constitufam a principal terapéutitdarteriana antes do advento da penicffifla

Sao ativas contra bactérias Gram-positivas e Gegativas, bem como contra determinados protoz&agg:

alguns fungo$§®.
As sulfonamidas ndo possuem a propriedade de mateglulas bacterianas. Apenas previnem o creston

celular e sua multiplicagéo, por isso séo bacteices®®.

nen

Sulfametoxazol
(C10H11N303S)
[M+H] " =
254,05939 Da

Pertence a classe de quimioterapicos denominadfmmamidas, sendo sua estrutura molecular basipa
aminobenzenossulfonamida. Possui atividade conaetébias e protozoario€®. O sulfametoxazol ¢
metabolizado no corpo humano, sofrendo hidroxilagioN4 acetilagdo, sendo excretado via ur
Aproximadamente 50% da dose administrada € exaetad forma do metabdlito inativo N
acetilsulfametoxazol. Porém, existem grandes evcidérda retransformacéo do N4-acetilsulfametoxpach

sua forma ativa durante o processo bioldgico darranto de efluenté®),
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Os produtos de transformacao da fotélise do suliamaeol apresentam grande estabilidade, o que qengsar

um impacto ambiental significativo quando essa téulosa sofre fotodegradacdo em condicdes natiitai®©s

resultados de ensaios de toxicidade obtidos BEormagnadurante a fotdlise do sulfametoxazol por 30 h

demonstraram um aumento na toxicidade, o que les@nelusdo que ocorre a formacdo de produtos t®
durante a sua fot6lis&.

co

Penicilinas

Sado derivadas do acido 6-aminopenicilanico. Poentero anel beta-lactamicos (fundido com o dnel

tiazolidinico), sdo conhecidas também, junto comedalosporinas, como antibidticos beta-lactamisinel

beta-lactamico é muito tenso, o que explica a #aaeatividade. Sao inativadas por hidrélise epenzimas

acilases e beta-lactamases. O anel beta-lactantacto é essencial para a atividade bioldgica,ass@que a

cadeia lateral determina o espectro antibacteriarsensibilidade a 4cidos e beta-lactamases eopsqutades RHV_,

farmacocinéticaS®.

A resisténcia a penicilinas pode ser originadaatés formas e pode estar relacionada com fatames ¢ipo
de barreira fisica (parede celular), presenca d@mas -lactamases, altos niveis de producdo de en
transpeptidase, afinidade da enzima transpeptidadea penicilina, processos de transporte das ipeag

para fora da membrana, mutacao e transferénciaicgei® *)

zima

Amoxicilina
(C16H19N3058)
[M+H] " =
366,1118 Da

E uma aminopenicilina semi-sintética do grupo pisctamico. E um dos mais importantes antibiotidessal
classe e possui amplo espectro de atividade, @ortra micro-organismos Gram-positivos quanto Gr

negativos, agindo através da inibicéo da biossirdesnucopeptideo das paredes das células dasdstété

E muito empregada para uso veterinario e humarpeciEsmente no tratamento e prevencdo de infecg

bacterianas respiratérias, gastrointestinal, do treinario e de pel&”.

A amoxiclina, assim como outr@slactamicos, possui estabilidade um tanto limitaaha,vista da presenca

anel de 4 membros em sua estrutura. Possui pargtgisco de 4,8. Ela é sensivel a meio com de piton)

acido. E termolabil e instavel em alcool e isonagm ambiente acido, o que requer que sejam adotados

cuidados e precaucdes durante as andlises dessammidi'®. Aproximadamente 50% a 70% da Amoxicili
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sdo excretados inalterados na urina nas primeiras8éhoras apés a administracdo de uma dose pahl
Amoxicilina também é parcialmente minada pela urina como acido peniciléico inativay guantidades c
aproximadamente 20% da dose inicial. Atravessaraib@placentaria e é excretada no ©°.

A utilizacdo de amoxicilina na pecué pode resultar na presenca de residuos em dos de origem anima
Esses residuos podem provocar alergia ou hipebdlatesile a essas substancias, além de aumentsistneic
de microerganismos, comhelicobacterpylol a penicilinas. A Unido Européia estabeleceu o éimiaxima
para residuosle produtos medicinais veterinarios em alimentos dgeoni animal.O uso de amocilina é
proibido em animais utilizados na producdo de opasma consumo humano. Para outros casos, O |
permitido, desde que respeitadas certas restri@ea.tecidos anins, o limite maximo de residuos é depug

kg™. Para leite, o limite é depg k¢ ©®).

Estatinas

Sao medicamentos que inibem a enzin-hidroxi-3-metiglutaril coenzima A (HM-CoA) redutase. Ele
revolucionaram o tratamento da hipercolesterolansdo os agentes de reducdo plasmatica de colestais
eficiente. Os estudos mostram que esses compestozam o progresso de aterosclerose e podem iradsaé
regressdo, diminuindo as suas complicacées e alidad¢®®. As estatinas podem ser ificadas segunc
critérios de suas propriedades fi-quimicas, de como sao obtidas, do seu metabolismiggado e da st

atividade especifi(®®.

Rosuvastatina
(CaH2aN3SOsF)
[M+H]*=
482,17556 Da

A rosuvastatina (acido ((3R.5S.6E-7-[4-(44luorfenil)-2-(N-metil metano  sulfonamid-6-(propan-2
il)pirimidin-5-il] -3.5-di hidroxihept6-enoico) € umarmacc do grupo daestatinae € utilizado no tratamen
da hipercolesterolemia e condi¢bes relacionadagjea torna um importante medicamento nas terapia
prevencao das doencas cardiovascul

Assim como outras estatinas, a rosuvastatirST) atta como inibidor competitivo dHMG-CoAredutas
reduzindo a producdendégenado colesterdf®. O consumo de estatinas, especialmente ST, tem
aumentado ao longo dos Gltimos & . Como consequéncia, tem se tornado um contaminanidéeatal
relevante Na Noruegao usode esatinas em 1996 foi de 20 doses diarias definidd3&) faracada 100(
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habitantes. Em 2004, alcancou a marca de aproximemta 1107%. De acordo com o IMS Health,

rosuvastatina foi o terceiro medicamento mais maios Estados Unidos em 2012. Na Europa, asrestati

foram encontradas em 36% das amostras de eflummatisadas, na concentracdo méxima de 979'g'L

Estudos de toxicidade silico através do uso das ferramentas denominadas de ADEPKOEREK mostraran

gue a rosuvastatina e 0s seus subprodutos da degoadio potencialmente carcinogénicos devidosempee,

de derivados de pirimidin&". Adicionalmente, estudos da toxicidade da rosuvastaklacionados com

mexilhdoLampsilis siliquoideademostraram que a taxa de alimentacéo diminugeaatidade de tempo que

mexilhdes sub-adultos gastam com suas valvulasdeshaumentam, quando submetidas a altas expoai

roes

rosuvastatind?. Por essas razdes, o desenvolvimento de um efeditzonento de efluentes que possuam essas

substancias é necessario para avaliar e prevenpotencial impacto negativo ao meio ambiente.
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Conforme citado anteriormente, pretende-se com teabalho estabelecer uma
metodologia que possa ser aplicada no estudo dosdutes de
transformacao/degradacdo de farmacos de uso hurmameterinario, através da
cromatografia liquida acoplada a espectrometrimdssas. A metodologia também ira
contemplar a utilizacdo da quimica computacionahaodferramenta auxiliar para
elucidacdo estrutural das moléculas e sera aplinaddeterminacdo dos produtos de
transformacao/degradacéo originados da fotocatdliseosuvastatina na presenca de
ZnO, além dos produtos de transformacéo/degradadd@io fotdlise direta do
ciprofloxacino, norfloxacino e sulfametoxazol. Taimbsera conduzido um estudo em
relacdo a analise da amoxicilina por LC-MS/MS, egpmente voltado a quantificagdo
da AMX em leite bovino.

3. PARTE EXPERIMENTAL

As andlises relatadas no presente trabalho foemtizadas em cromatégrafo a
liguido da marca Agilent Technologies, modelo 12Bdinity, acoplado a um
espectrometro de massas ABSCIEX TripleTOF 5600 sAgsdanalises por LC-Q-TOF-
MS/MS, os dados obtidos foram tratados com o so#waeakView, verséo 1.2.0.3 da
AB SCIEX. A estimativa de quantificagdo da rosuatist foi realizada através do
software MultiQuant versdo 2.1.1 da AB SCIEX. Parguantificacdo da amoxicilina
transferida para o leite bovino foi utilizado umpestrémetro de massas em modo
MRM (triplo-quadrupolo em modo tandem APl 5000, ocsatApplied Biosystems)
acoplado a um cromatografo a liquido (1100 Semestca Agilent Technologies).
Todos os instrumentos sédo de propriedade do Labardtlacional de Agropecuaria

intalado em Porto Alegre RS (Lanagro-RS).

As propostas dos produtos de transformacao (TPainfelaboradas com base
na seguinte estratégia resumida: (i) na massa eratamtrada no modo de analise MS,
sempre se levando em consideragdo o erro maxinmoadea de 5 ppm; (ii) na analise
da distribuicdo isotépica obtida pelo espectro MScdda composto, tanto para se
avaliar a presenca de heteroatomos, quanto pagatisear 0 nimero aproximado de
atomos de carbono pela razdo de intensidade dd dmacomposto formado
exclusivamente por 4tomos $€ e aquele em que estava presente um atomitCge
(iii) nos valores de RDBE para confirmar o nimem idsaturagbes presentes na
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molécula; (iv) na andlise estrutural da moléculaodgem para avaliar se a estrutura
proposta para o produto de transformacéo era cem@izcom 0 composto que 0O
originou; (v) nos fragmentos gerados nos experiogeenbd modo MS/MS para avaliar se
as perdas neutras e fragmentos CID gerados fazéatds. Em alguns compostos
foram conduzidos estudos computacionais para awxi determinacdo da estrutura

dos mesmos. A estratégia € apresentada de fornsadetaihada no capitulo 4.

3.1 Experimentos de Fotocatalise da Rosuvastatina

Todas as amostras utilizadas para a identificag@ mtodutos de degradacdo da
Rosuvastatina foram cedidos por Tiele Caprioli Maldy com autorizacdo de sua
orientadora, Profa. Marla Azario Lansarin, e fezede sua dissertacdo de mestfatio
Resumidamente, foi utilizado a rosuvastatina nan&oide sal de calcio (99,3% de
pureza) adquirida da Johnson Pharmacy e oxidonde fornecido pela Merck (99% de
pureza), com area especifica de 5gh Para ajuste do pH em 7,0 foi utilizado &cido
sulfurico e hidréxido de sédio. Os experimentosfatecatalise foram realizados em
tubos de vidro borosilicato de capacidade de 300Anadiacao ultravioleta foi gerada
por uma lampada de vapor de mercurio modificadalifBhHPL-N 125 W) com
emissdo UV-A em 365 nm. A radiacdo incidente nasaracfoi 5,4 mW-cm e foi
determinada no inicio de cada experimento com udidmeetro (Cole-Parmer
Instrument, Radiometer 9811) colocado sobre o tdeovidro. Os ensaios de
degradacdo foram realizados em dois estagios. Nuoejpo, foi estabelecido o
equilibrio de adsorcdo-dessorcdo da rosuvastasnauperficie do catalisador. Essa
etapa foi realizada no escuro durante 60 minutosed@dindo estagio se refere a reacéo
de fotocatalise com ZnO sob luz UV. Durante esgers#o estagio, as amostras foram
coletadas nos intervalos pré-estabelecidos de3dm, %0, 120, 180, 240 e 300 minutos e
congeladas até o momento da analise.

Os experimentos de fotodegradacao foram realizashodgua desmineralizada e a
concentracao inicial empregada para o farmacod®@i33 mg L. Essa concentragéo
€ bem superior aquela encontrada nos cursos decagtaminados por essa substancia.
O emprego de um valor relativamente elevado foblegto para tornar possivel o
monitoramento do processo de degradacdo por unmotemaor (240 minutos) e para
garantir que os produtos de transformacéo estiregsesentes em uma concentracao

adequada para as andlises. O fotocatalisadoriliaadb na “dose” fixa de 550 mg-~L
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Cabe ressaltar que informagcdes adicionais em elagh catalisador ndo estédo

disponiveis em virtude de pedido de registro dergat

3.2 Experimentos de Fotdlise do Sulfametoxazol, Gipfloxacino e Norfloxacino

Os experimentos de fotolise foram realizados cotlacées de NFX, CPX e
SMX em &gua destilada e em uma concentracéo irdeid0 mg-[* dos compostos.
Frascos de vidro borosilicato com capacidade d@ a@l0foram utilizados como reator.
A fotolise foi realizada com uma lampada de vapomercurio com poténcia de 150 W
e com agitacao costante. A intensidade da radiac&oantida constante durante todo o
experimento e as amostras foram iluminadas latergkn A temperatura foi

monitorada durante todo o processo e ndo ultrapass85° C.

3.3 Experimento com Amoxicilina

O experimento com animais foi conduzido por equg® Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento e foi prevdata autorizado pela Comisséo de
Etica de Uso Animal do Lanagro RS.

Em um bovino leiteiro sadio e de raca indefinician 400 kg, de propriedade da
Fepagro (Fundacdo Estadual de Pesquisa Agropecuérieadministrado por via
intramuscular o medicamento de uso veterinario@ata® na dose de 1 mL para cada
20 kg. Apos 24 horas, foi feita uma segunda agicata mesma dose. O medicamento
é a base de amoxicilina trihidratada na concertrdedl72,2 g-t, que equivale a 150
g-L* de amoxicilina. Antes da aplicacdo do medicamémitéeita uma coleta de leite
para servir como “branco”. Apds a primeira aplicafd realizada a coleta de leite em
intervalos intercalados a cada 8 h e 16 h, atéaimpd de 104 horas consecutivas. As
amostras foram colhidas em triplicata e guardadasigogénio liquido até 0 momento
da andlise.

O preparo das amostras foi conduzido segundo coqoiat utilizado pelo
Laboratério Nacional de Agropecuéria (LANAGRO-R9®) Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento nas suas analises reaizagra o0 monitoramento de
residuos de medicamentos em leite:

- 2 mL de cada amostra de leite foram transfendwa tubos de centrifuga de 50 mL;
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- adicionou-se 4 mL de acetonitrila em aliquota ael. , 1 mL e 1 mL, com agitacédo
manual de cerca de 10 segundos entre uma adig#cae o
- 0s tubos foram colocados em um agitador de banpad 10 minutos, com posterior
centrifugacao refrigerada (&) durante 10 minutos e 3000 rpm (3189 g);
-4 mL do sobrenadante foram transferidos para ttdlosn com capacidade para 50
mL, contendo 100 mg de Chailk;
- agitacdo em vortex por aproximadamente 15 segyrsdguida de centrifugacdo sob
refrigeracéo (-%) por 10 minutos a 3000 rpm (3189 g);
- 0 sobrenadante foi transferido para tubos depppileno de 15 mL e as amostras
foram refrigeradas por 20 minutos em freezer &€L&om posterior centrifugacdo sob
refrigeracéo por 10 minutos &) a 4000 rpm (5670 g);
- 0 sobrenadante foi transferido para tulf@son de 50 mL e as amostras foram
evaporadas com fluxo de nitrogénio e em banho t&tiatico a 4%C até a reducéo do
volume para aproximadamente 0,5 mL;
-apos a transferéncia paveal com capacidade de 1,5 mL, o volume da amostra foi
ajustado com agua ultrapura para 1mL.

Também foram preparadas amostras para a curvalideacdo com 10 pontos e
amostras fortificadas com o analito para a deteagdio do fator de recuperacéo.

As tentativas de identificacdo dos metabdlitosg@mées no leite foram conduzidas
mediante andlise por LC-Q-TOF-MS. A quantificacdoi fealizada com um

espectrometro hibrido triplo-quadrupolo.

3.4 Condicbes para Analise por Cromatografia a Ligwo Acoplada a
Espectrometria de Massas

Para as analises cromatograficas utilizou-se ad@ita (grau HPLC) da Merck
(Darmstadt, Alemanha), acido formico J. T. Bakehil{ipsburg, NJ, EUA) agua
dionizada ultra pura (resistividade <18.22Mm) obtida através de sistema Milli-Q
(Millipore, Bedford, MA, USA). As andlises cromatadicas para a identificacdo dos
produtos de transformacdo e metabdlitos foram zaddis em cromatografo liquido
marca Agilent Technologies 1260 Infinity acopladaum espectrometro de massas
ABSCIEX TripleTOF 5600. As analises cromatografidastinadas a quantificacdo da
Amoxicilina foram realizadas em cromatdgrafo a lidgumarca Agilent 1100 Series

acoplado a um espectrometro de massas API 500pppleed Biosystems.
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A separacdo cromatografica das amostras de cigedfioo, norfloxacino e
sulfametoxazol foram realizadas através de colurhak SB-C18 da Agilent (4,6 15
mm x 3,5 um). Para separagdo da rosuvastatina e pamaoxicilina utilizou-se uma
coluna C18 Symmetry da Waters (4&5 mmx 3,5 um), mantida a temperatura de
40°C durante as andlises. Para as andlises de suifeamel, ciprofloxacino e
norfloxacino, o volume de amostra foi 20 uL e a&wada fase movel, 500 pL/min. Para
as analises de rosuvastatina e amoxicilina o volajeéado foi de 10 pL e a vaz¢ao da
fase movel para a analise da rosuvastatina foiOfepd/min e para a amoxicilina foi
200 pL/min.

As primeiras andlises de todos os farmacos foratizaelas em um tempo total
de analise cromatografica entre 15 e 20 minutosloglando apresentados para o
sulfametoxazol, ciprofloxacino e norfloxacino), t@mrecomendado nos métodos
oficiais do Lanagro/RS para a quantificacéo, p@ngxo, de residuos de antibiotigbs
lactamicos em leite. Esse tempo acabou se mostiasdficiente para uma separacéo
cromatografica adequada a identificacdo dos paenprodutos de transformacéo do
sulfametoxazol, ciprofloxacino e norfloxacino emdodvS. Assim, foram realizadas
novas analises com um tempo total de 68 minutas #aosuvastatina, o tempo de 20
minutos se mostrou suficiente. Para a quantificaiggamoxicilinaa, o tempo de analise
foi de 18 minutos. As analises em que se buscaigergtificacdo dos metabdlitos
transferidos ao leite ndo foram refeitas pelos vostgue serdo discutidos mais adiante.

Nos Quadros 10, 11 e 12 sao apresentadas as cesmdigdgradiente para a
separacdo cromatografica.

Quadro 10 — Gradiente da fase moével para analsamastras de sulfametoxazol,
ciprofloxacino e norfloxacino.

Tempo (min) | A(%) B (%)
0 90 10
50 5 95
63 5 95
68 90 10

Fase A: agua com 0,1% de acido férmico
Fase B: acetonitrila com 0,1% de acido férmico

Quadro 11 Gradiente da fase movel para andlisardastras de amoxicilina.

Tempo (min) | A (%) | B (%)
0 95 5
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5 95 5
8 5 95
13 95 95
18 95 5

Fase A: agua com 0,1% de acido férmico
Fase B: acetonitrila com 0,1% de acido férmico

Quadro 12 Gradiente da fase movel para analisardastras de rosuvastatina.

Tempo (min) | A (%) | B (%)
0 98 2
1 o8 2
15 10 90
17 10 90
20 o8 2

Fase A: agua com 0,1% de acido férmico
Fase B: acetonitrila com 0,1% de acido férmico

No Quadro 13 séo citadas as condi¢des de operagaspictrometro de Massas
Q- TOF ABSCIEX TripleTOF 5600 e no Quadro 14, adizaidas para o triplo-
quadrupolo API 5000.

Quadro 13 — Condicles de operacao do espectrodetrassas em modo MS com
critério IDA da Analise ESI(+) para os antibidticepara rosuvastatina.

Parametro MS* MS/MS* MS** MS/MS**
lonizacao ESI + ESI + ESI + ESI +

Faixa de m/z (Da) 100 -10Q0 100-1000 100 - 1000100 —
1000

Tempo de acumulacdg 0,5000 0,1000 0,5000 0,1000

(s)
Energia de colisdo (eV 10 35+15 10 35+ 15
GS1 (psi) 55 55 50 50
GS2 (psi) 55 55 50 50
CUR (psi) 25 25 15 15
Tempergturg da fonte de 200 200 400 400
ionizagdo {C)
Voltagem do cone (V) 4500 4500 4500 4500

(*) condigBes para o sulfametoxazol, norfloxacinbpofloxacino

(**) condi¢des para rosuvastatina e amoxicilina

Quadro 14 — Condi¢Oes de operagao no espectrometro000 para quantificacdo da
amoxicilina.

Parametro Valor
ion monitorado MS (Da)  366,1
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lon quantificador (Da) 114,0

fon qualificador (Da) 207,9
Energia de colisdo (eV 20
GS1 (psi) 50
GS2 (psi) 50
CUR (psi) 20
Temperatura da fonte de
AN 400
ionizacéo {C)
Voltagem do cone (V) 5500

Para algumas das amostras de rosuvastatina, alerandéises em modo MS
com critério IDA, foram conduzidas andlises em mdeémduct ion Scan Os
parametros que divergem do Quadro 13 s&o: faixaakesa para o modo MS: 100 a
1000 Da e modo MS/MS 50 a 500 Da. Além disso, foreatizados dois experimentos

distintos: um com energia de colisdo (MS/MS) fira &0 eV e outro, com 47 eV.

3.5 Parametros Computacionais.

Para alguns produtos de transformacao (rosuvastatisulfametoxazol) foram
conduzidos calculos computacionais para auxili@refa de elucidacao da estrutura de
alguns produtos de transformacdo em que néo faiymisestabelecer a posicdo da
hidroxila através da analise dos espectros MS/MsinA foram construidas formas
isoméricas e conduzidos célculos tedricos paraaavalgeometria e energia de cada
estrutura proposta. Os calculos foram conduzides etmizacao irrestrita completa,
aplicando-se a teoria do funcional de densidadeTl (D6 inglés,Density Functional
Theory ao nivel B3LYP. Todos os atomos foram represastg@dlo conjunto de bases
6-311G++ (d,p). Todos os calculos foram realizados o programa Gaussian 09,

utilizando-se procedimentos e parametros padrao.

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Estabelecimento da Metodologia da Identificacdodos Produtos de
Transformagéo por LC-Q-TOF-MS/MS

Apresenta-se a seguir a proposta de metodologeagalentificacdo de produtos

de transformacdo/degradacdo de farmacos, gerag@stia de processos oxidativos
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avancados. Na sequéncia, essa metodologia é aplieadientificacdo de produtos de
transformacao/degradacdo da rosuvastatina, sulfaamil, ciprofloxacino e
norfloxacino. Outros estudos relacionados com pusdde transformacao/degradacéo
em sistemas similares aos aqui apresentados poeencosduzido conforme a
metodologia a seguir descrita, realizando-se asteas adequacfes necessarias para
atender a particularidades de cada sistema.

Durante o0s experimentos de fotdlise, fotocatalise transferéncia de
medicamentos e residuos para um determinado fld&l@m ser coletadas amostras em
intervalos que permitam um acompanhamento adeqieglmudancas no sistema. Para
processos lentos, o intervalo pode ser de horasasuPara reacdes rapidas, minutos ou
segundos. Como exemplo, cita-se o caso do expdomee fotocatalise da
rosuvastatina realizado neste trabalho. Foram amdst amostras em tempo de reagao
igual a zero, 5, 15, 30, 60, 120, 180, 240 e 30@utos. Salienta-se que as amostras
coletadas devem ser armazenadas em condicOes rp@aga a preservacdo da sua
integridade e da sua composicao original.

Antes de se realizar as analises para obtencaaatiss definitivos que seréao
utiizados na identificacdo e eventual quantificacdos compostos, devem ser
estabelecidas as condi¢cdes de operacdo dos instasnatilizados. Em relacdo a
cromatografia, devem ser conduzidos estudos e iexpetos para definicdo dos
parametros de analise, como: tipo coluna, tempeldi€do, fase movel, gradientes,
vazao, temperatura, quantidade de amostra injeta@ganais parametros relevantes para
que se tenha uma separacédo adequada dos anaditpard@netros do espectrometro de
massas devem ser otimizados de acordo com o modnélise e das informacgdes que
se pretende obter. No caso de um equipamento carte fde ionizacdo ESI,
normalmente se considera: modo de analise (seivegat se positivo), temperatura da
fonte de ionizacao, vazao dos gases, diferencatéagal no cone, faixa de massas que
se pretende analisar e energia de colisdo. Umatésnetros mais criticos, que depende
das caracteristicas estruturais dos analitos,re@i@ de colisdo. Na verdade, essa é a
energia com a qual o ion é acelerado antes dessaggrena camara de colisdo
(normalmente um quadrupolo ou hexapolo) para catiolin as moléculas do gas inerte
rarefeito e gerar os fragmentos chamados de filhosxaso da analise MS/MS). Para
moléculas que ndo sejam muito diferentes entespecialmente em relacdo aos grupos
funcionais, normalmente, quanto maior a massa daléculas maior a energia de

colisdo necessaria para se obter um espectro M8MBuma boa relagdo entre as
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intensidades do ion pseudomolecular e a dos segiméntos. Moléculas mais instaveis
e com muitos heteroatomos, fragmentam-se maisnfaoie, o que implica na
necessidade de se realizar a analise com energialid@o mais branda. Cabe ressaltar
que, apesar da unidade de energia de colisdo moantd ser expressa em elétron-Volt
(eV), para uma mesma molécula, um dado espectrémetmassas pode apresentar um
valor de energia de colisdo 6timo completamentrelifte de outro, pois caracteristicas
especificas do projeto de cada equipamento inflaenoesse parametro. Dessa forma,
muitas vezes se faz necessario realizar algumablsem@ara se otimizar esse
parametro, mesmo que o valor da energia ja eslgado na literatura, exceto quando
se tratar de equipamentos idénticos.

Muitos equipamentos permitem uma programacao degenem funcdo da massa
dos ions. Para isso, constrdi-se uma tabela cdaixas de massa e a energia de colisao
correspondente. Isso permite analisar amostrasnustnra de compostos com grandes
diferencas de massa, haja vista que o equipamketa automaticamente os valores da
energia de colisdo com base nas massas das sudrsgune estdo sendo fragmentadas.

No processo de otimizacdo dos parametros acimeutiies ja se obtém
importantes informacfes que serdo Uteis no estwdopdodutos de transformacéo,
como o tempo de retencdo, o padréo de fragmenpag&0ID, areas e intensidades dos
picos.

A etapa seguinte envolve a andlise das amostiatadas em diferentes tempos
de reacdo. E recomendavel inicialmente realizaa gada amostra uma analise em
modofull scancom uma ampla faixa da/z O limite inferior deve ser tal que inclua os
menores TPs (produtos de transformacdo) possieeisertem encontrados. O limite
superior da faixa den/zdeve ser tal que contemple eventuais adutos. Transieéfaz
necessario avaliar a possibilidade de formacao ioerds, trimeros e, em algumas
situacgdes, oligbmeros.

Uma alternativa que nos fornece algumas informma@iicionais € realizar a
analise fornecendo asoftware do equipamento algum critério para que, além dos
valores de massa doodo full scanseja realizada uma analise MS/MS com base em
algum critério pré-estabelecido. Um dos critériogianutilizados é baseado na
intensidade do pico cromatografico. Ele possibitiize o equipamento realize, por
exemplo, a analise MS/MS dos picos mais intensesedpécies que eluem da coluna
cromatografica. Esse critério normalmente é chamdeloDDA (do inglés,data-
dependent analygisNessa programacao, o0 espectrometro realiza @radura full
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scar) de todos os ions compreendidos na faixa de m@seaEmente estabelecida e
registra os valores de/ze da intensidade. Baseado nesse resultado, sdizada por
um breve instante a andlise MS/MS do ion mais #§uteftaso seja esse o critério
escolhido). Ato continuo, o equipamento realiza@ise do segundo ion mais intenso,
e assim sucessivamente até fragmentarésimoion mais intenso. O valor de™é
estabelecido pelo usuario e tipicamente costumalsel a 5. ApOs realizar as “n”
analises MS/MS, o equipamento realiza uma novagara {ull sca) m/zdos ions que
estdo eluindo da coluna para, assim, determinas géa 0s novos ions mais intensos e
recomecar o ciclo de fragmentacdes MS/MS. E imptetaalientar que quanto maior o
namero de ions que se define para realizar a afdi&MS em cada ciclo de varredura,
maior € o tempo que o0 equipamento fica registramelwalores correspondentes aos
fragmentos MS/MS. Assim, deve-se evitar ciclos daenorem mais do que 1 ou 2
segundos entre uma varreddtdl scan e outra, caso contrario podem ser perdidas
informacgdes de algum composto que elua da columaatogréafica durante o periodo
que o equipamento fica registrando apenas os diafanalises MS/MS dos ions que
foram elencados como os mais intensos no ultirmo fid scanrealizado.

De posse dos cromatogramas das andlises emfuibdoande cada amostra nos
diferentes tempos de reacédo, deve-se realizar unucinso estudo para se buscar quais
0S picos que apareceram, desapareceram ou tivégamaamudanca significativa na
sua intensidade com o aumento do tempo de reacdmbaho pode ser realizado
manualmente, mas existem softwares especificos gsga finalidade que facilitam
muito o trabalho. A amostra com tempo de reacdaliguzero é tomada como
referéncia. Quando a comparamos com outra queofeiatla apdés um certo tempo de
reacao, o aparecimento de algum pico que nao egtasante na amostra de referéncia
indica que este sera um candidato a produto dsftramacdo que precisa ser avaliado.
A concentracao de alguns produtos de transformagde ser muito baixa, o que resulta
em uma resposta muito sutil no cromatograma taalods. Devido a isso, pode ser
dificil ou impossivel a deteccdo visual do picoerefite a algum produto de
transformacado. Para contornar essa dificuldadegmod obter cromatogramas de ions
extraidos. Para tanto, utiliza-seaftwarede tratamento de dados do espectrobmetro para
gerar um cromatograma constituido apenas pelos domsm/z que buscamos. Essa
ferramenta é particularmente Gtil quando querenarffisar a existéncia ou nao de

produtos de transformacao esperados.

86



Outra alternativa para encontrarmos produtos d@stormacdo em baixas
concentracdes € extrair diretamente dos dadosrddises MS/MS informacdes sobre
fragmentos especificos. Para tanto, deve-se analisgspectro MS/MS da substancia
antes da reacdo de degradacdo (padrdo) e proaurfrapmentos caracteristicos que
também poderiam ser encontrados nos espectros MSHAS produtos de
transformacdo. Entdo, utilizam-se os dados dasisasaldas amostras que foram
submetidas as reacdes de degradacdo para se exgoatdusca dos fragmentos de
interesse (extracdo de ions MS/MS). Informa-ses@itware os valores das massas
desses fragmentos e ele retorna todas as molépidass contenham. Para que isso seja
possivel, € necessario que as analises MS/MS tesidanmealizadas nas amostras com
os produtos de transformacéo. O emprego de alg@niarDDA nas analises abre essa
possibilidade.

Em reacOes de degradacdo como a fotolise, a idégtesdos picos dos produtos
de transformacdo em funcdo do tempo de reacdo hoemge apresenta um
comportamento bastante previsivel. A intensidadenabmente aumenta até atingir um
maximo para depois diminuir com o0 aumento do tengoeacdo. Isso ocorre em vista
de questdes cinéticas. No inicio da reacdo, a atmag@o da substancia intacta é
elevada. Com o avanco da reacao, ela é consuntidgmdutos de transformacéo sédo
formados. Porém, a medida que esse produto dddraras;do € formado, ele também
fica suscetivel a degradacéo.

O valor dem/z dos possiveis candidatos a produto de transfor@gegradacéo
obtidos na etapa anterior é utilizado para uma @oMdise no espectrdbmetro de massa,
agora no modorpduct ion scanPara cada amostra coletada em diferentes tengos d
reacao (da fotolise, fotocatalise...) se deve méora lista de todos os candidatos a
produto de transformacédo para que seja realizdtgmentacdo dos mesmos (analise
MS/MS). A faixa de massas a ser analisada no M3I&i® contemplar os valores mais
baixos possiveis (como por exemplo, 40 ou 50 dslt® o equipamento for um Q-
TOF) para que fique registrado o maximo de infodwagossivel. Os fragmentos com
baixa massa muitas vezes sédo fundamentais paunaidaglao da estrutura da molécula.
Em relag&o ao limite superior da massa da analSiM8, ndo faz sentido que ele seja
muito superior ao do ion em determinacdo se elenforocarregado, exceto em raras
circunstancias que se formem clusters de fragmerRasa ions dicarregados ou
policarregados, para se estabelecer o limite supdeve ser considerada a massa total

da espécie, e ndo a sua ramég pois € bastante comum se formarem fragmentos com
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valor dem/zsuperior ao do ion original, haja vista que pocer@r a perda de parte da
carga do ion sem que haja uma perda proporcioralaaassa.

Mesmo que na primeira andlise ja se tenha obtiekpectro de fragmentacao pelo
critério DDA, o experiment@roduct ion scanMS/MS) deve ser conduzido, pois 0s
resultados obtidos costumam ser de melhor qualidgdando especificamos
explicitamente quais ions queremos fragmentar. Bssa analise € especialmente
importante para a quantificacdo, pois quando $ieautiritérios DDA, podemos perder
informacg&o caso o equipamento esteja fragmentadgdmabutro ion qualquer durante a
eluicdo do ion de interesse.

Com os resultados da analise MS/MS para cada foratkl transformacdo em
potencial jA € possivel quantificA-los com a wi@o de softwares que integrem as
areas dos picos, mas pode ser mais convenientzarea@ssa operacdo apos a
identificacdo dos produtos de transformacéo paravé@ar a perda de tempo com
moléculas que ndo venham a se confirmar como prsdig transformacao.

Através dos valores de massa exata obtidos ns@arE é possivel determinar
as férmulas moleculares possiveis com um erro @g@rd ou menor. Com base no
RDBE, na estrutura original do composto e na ¢hgic&o isotdpica ja se pode propor
algumas estruturas. Também é muito importante levaconsideracdo as reagcdes mais
provaveis no processo de degradacdo empregadomBsveonsiderar as hidroxilacdes
simples ou multiplas, oxidac@es, hidroxilacbes @apide eliminacdo de agua, pois
elas sdo muito comuns nos processo de fotolisedidlise. As hidroxilagdes ocorrem
preferencialmente em ligacdes duplas, tanto arcagtjuanto alifaticas. Um aumento
de massa de 15,9949 u sem alteracdo no valor de&=RioBe indicar a substituicdo de
um hidrogénio de carbono insaturado por uma hithkokima variacdo de 34,0055 u,
acompanhada de uma diminuicdo de RDBE em uma umidadica a adicdo de duas
hidroxilas em uma ligag&o dupla. A variagdo de 338u.m.a sem alteragao no valor
de RDBE indica a substituicdo de dois hidrogénios guas hidroxilas. Oxidacdes
também sdo comuns, 0 que leva ao aparecimento wm grarbonila. Quando isso
ocorre em carbono saturado de cadeia aberta, bédnendo de uma unidade do RDBE e
0 aumento de massa 18,9793 u. A oxidacdo pode ocorrer com a abertarareis
alifaticos. Se a sua ruptura ocorrer pela quebrigdedo sigma entre dois carbonos, o
valor de RDBE permanece inalterado e ocorre um atonge massa em 18,0106 u,
caso ocorra o aparecimento de apenas uma carb8eilacorrer a formacao de duas

carbonilas, o valor de RDBE aumenta em uma unidaenassa sofre um acréscimo de
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31,9898 u. E importante considerar as alteracdenaisa apresentadas pelos TPs em
relacdo ao composto original. Com base no valomdasa exata dessa diferenca é
possivel definir quais os grupos de atomos querfaarescentados ou perdidos pela
molécula.

A andlise dos fragmentos MS/MS é fundamental paghicidacdo das estruturas
dos TPs formados que sédo desconhecidos. Além dissdribui para confirmar ou
refutar as estruturas ja suspeitas para os TPsmtdlaretacdo dos espectros MS/MS é
importante levar em consideracdo as perdas de &=t neutros e clivagens mais
comuns na fragmentacdo gerada no processo ClDa$drl 4gua sdo extremamente
comuns em moléculas com hidroxila. Perdas de améo@rem em compostos
nitrogenados, especialmente com o grupo amina. Wapele CO € comum em
compostos carbonilicos. Compostos com carboxilagdemo apresentar fragmentos
gerados a partir de perda neutra de moléculasute &P e CQ Também sao bastante
comuns as perdas de metila, especialmente quasdogespo for um substituinte de
uma cadeia carbdnica longa. O local exato em quévagiens das ligacdes irdo ocorrer
durante a fragmentacdo CID n&o € facil de prevels p mecanismo ainda nao é
totalmente compreendido, mas, em alguma medid&ndiepda localizagéo da carga no
ion, de fatores inerentes ao choque com o ga®jrdmtestado de transicdo do ion apos
o choque, da energia de ativacdo necessaria payzeras ligacdes e da estabilidade
dos compostos formados. As ligacGes entre o carBonmitrogénio do grupo amida
devem ser consideradas como um local de rupturaatencial. Esse é o ponto mais
comum de clivagem de peptideos e proteinas pam&atpacao.

A metodologia que esta sendo proposta neste h@ahadhra a elucidacdo da
estrutura de produtos de degradacao/transformagddrchacos esta representada de

forma esquemética na Figura 19.
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Ressalta-se que nem sempre € possivel elucidestaguras dos TPs apenas com a
estratégia da Figura 19. Definir a posicdo em quareu uma hidroxilacdo em um anel
aromatico, por exemplo, pode ser impossivel apemasa analise do padrdo de fragmentacéo
da molécula, pois nem sempre o espectro MS/MS passfragmentos necessarios para
chegar a essa conclusdo. Quando isso ocorre, @néartas da quimica computacional
podem ser Uteis. Porém, em muitos casos, a comgfiionda estrutura de uma molécula exige

0 emprego de outras técnicas, como a ressonangiaétiza nuclear.

4.2 Andlise do Padrao de Rosuvastatina

A rosuvastatina, apresentada na Figura 20, po$8unula molecular (M):
C2oH2eN3SQOsF. A sua massa tedrica [M + Hjo ion formado a partir da incorporacdo de um
préton é de aproximadamente 482,1756 gmél massa do ion [M+H]encontrada no
experimento foi de 482,1754 g- ol

Figura 20 — Férmula estrutural da rosuvastatina. ni#neracdo dos atomos segue a
recomendacéo da IUPAC, mas os indices (‘ e “) fanihizados para facilitar a discusséo).

A Figura 21 mostra o pico cromatografico refereamepadrao de rosuvastatina (A), o
seu espectro de massas (B) em que consta o perentf ao valom/zde 482,1754 daltons,
que corresponde ao ion [M+H]em que M corresponde a molécula de rosuvastagirm,
espectro MS/MS (C) da espécie (MFHRA analise foi realizada com critério DDA para a

fragmentacdo MS/MS do pico mais intenso.
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Figura 21 — Dados obtidos para a solucdo padraosaqie rosuvastatina na concentracédo de
26,33 mg [* A) Cromatograma do padrdo de rosuvastatina; Be¢atsp MS do padrdo de
rosuvastatina e C) espectro MS/MS do padrao devassatina.

A fragmentacdo da rosuvastatina, no sistema adiizgerou grande quantidade de
picos. Isso pode ser atribuido ao fato de queasa tte uma molécula grande com inimeros
grupos funcionais, o que pode aumentar a variedadeagmentos gerados no processo CID.

Para a interpretacdo do espectro MS/MS da rosatisstforam consideradas as
possiveis perdas neutras, como multiplas moléalgadagua, tendo em vista a presenca de
hidroxilas na molécula. A perda de grupos;CBOH e CHSQO, também foi observada. Na
Figura 22 sdo mostrados os resultados da analige(fdg§mentacdo CID) da rosuvastatina
protonada e as sugestdes de estruturas para egpaisncompostos referentes aos picos do
espectro de fragmentacdo. As massas exatas dosefmsms e os valores de RDBE foram
fundamentais para a elaboracdo das propostas tfasuess apresentadas. O Quadro 22
apresenta os valores das massas exatas, RDBEdermassa e a formula molecular para os

principais picos do espectro MS/MS da rosuvastatina
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Figura 22 — Sugestao dos principais fragmentoshabise MS/MS da rosuvastatina protonada
M+ H]".

O espectro de fragmentacao na regido oommenor do que 180 daltons foi omitido
em vista de ndo apresentar picos com intensidgméisativa. Salienta-se que o nucleo da
molécula formado pelos dois anéis aromaticos pego®@nintacto na fragmentagédo CID com
energia de colisdo de até 50 eV. Isso ja era edpeeado em vista a alta estabilidade dessa

regido da molécula frente a fragmentacéo CID.

4.3 ldentificacdo dos Produtos de Transformacédo daosuvastatina

A identificacdo dos produtos de transformacéo da R®Econduzida de acordo com o
procedimento esquematizado na Figura 19.

Conforme descrito anteriormente, foi preparado solacdo de rosuvastatina (sal de
célcio) na concentracéo de 26,33 mij-A solucio foi colocada na presenca do catalisador
deixada em repouso por 60 minutos no escuro. AgEs tiempo, uma aliquota foi retirada e o
restante da solugdo foi submetido ao processo wedfdlise pela ativagdo da fonte de
radiacdo. Nos tempos pré-estabelecidos foram dasraliquotas para o monitoramento do
avanco do processo de degradacdo. O Quadro 1®af@estempo de fotocatalise com oxido
de zinco a que foi submetido cada aliquota e a nolaeira que sera adotada para cada uma

ao longo da discusséo dos resultados.

Quadro 15 — Amostras de rosuvastatina estudadaspotde fotocatalise a que foram

submetidas.
Amostra Caracteristicas da Amostra
RST,.ara | ROSUvastatina padrdo na concentracdo 26,33‘h1grh
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solucdo aguosa
to Rosuvastatina 26,33 mg:'lem contato com o catalisadpr
por 60 min no escuro

t5min 5 minutos de fotocatalise

t15min 15 minutos de fotocatalise
t30mir 30 minutos de fotocatalise
tsomir 60 minutos de fotocatalise
t120mir 120 minutos de fotocatélise
t180mir 180 minutos de fotocatalise
t240mir 240 minutos de fotocatalise
t300mir 300 minutos de fotocatalise

As amostras foram armazenadas refrigeradas a apadaimente -I€ até o
momento das analises por LC-MS/MS. Os cromatograitdos foram comparados entre si.
A Figura 23 apresenta a sobreposicdo dos cromatagralo padrdo de rosuvastatina e das

aliquotas retiradas ao longo do processo.
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Figura 23 — Sobreposi¢do dos cromatogramas obtidosnélise das dez amostras de
rosuvastatina submetidas a diferentes tempos dedfidtise.

A partir da analise dos cromatogramas mostradésguaa 23 € possivel observar que
o perfil geral dos cromatogramas € bastante simAa&r principais mudancas ocorrem
especialmente nas intensidades dos picos. Uma deérigicos apresenta baixo tempo de
retencdo, entre 1,6 e 4 minutos. Outra série desppode ser observada em tempos de
retencdo maior, a partir de 9 minutos, até 20 romu€ada um dos picos foi ampliado para
que pudesse ser avaliado o seu comportamento go ldo tempo de reacdo. Atencao
especial foi dada aos picos relacionados a comtétique ndo estavam presentes na amostra

do padréo da rosuvastatina e aqueles que tiveramvaniacao significativa nos diferentes
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experimentos. Podemos observar que a rosuvasgdtinantre os tempos de retencao 15 e 16
minutos. A Figura 24 mostra a ampliacdo da regiéds dromatogramas referente a

rosuvastatina que nao sofreu decomposicgéao.

® RST, .50 © t60min
® to © t120min
® T5min @ T120min
® T15min @ 1 240min
@ 30min @ 1300min

Intensidade

Figura 24 — Ampliagao dos cromatogramas da rosatmastndo decomposta.

Com o passar da reacdo, houve uma diminuicdo deentracdo da rosuvastatina.
Esse comportamento demostra que o0 processo deaffliee ocorre nas condicGes
estabelecidas para o experimento. Também é possigelvar que a RST na presenca do
catalisador durante uma hora no escuro tambémueagis a uma taxa muito menor do que
na presenca da fonte de radiacdo. No Quadro 1@room$ areas dos picos e a concentracao
da rosuvastatina nas diferentes amostras. Os adegltforam obtidos mediantesoftware
MultiQuant.

Quadro 16 — Areas relativas dos picos correspoadeéntosuvastatina protonada (ion

[M+H]").
Amostra Area Concentracao relativa ga
RST (%)
RS Tpadra 4,88 x 10 100
to 3,78 x 10 77,46
tsmin 1,39 x 10 28,48
t15mir 2,17 x 18 4,45
taomir 5,50 x 10 0,11
teomir 3,71 x 16 0,08
t120mir 1,18 x 10 0,02
t1g0mir 5,88 x 10 0,01
t240mir ~0 0
t300mir ~0 0
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Os dados mostram gque a maior parte da rosuvasfaiinlegradada nos primeiros 15
minutos de fotocatalise. Esse fato indica que tersia utilizado para a degradagédo da RST é
eficaz na reducdo da sua concentracdo em meio @quRieém, isso ndo significa
necessariamente que o sistema empregado seja ddegoa exemplo, ao tratamento de um
efluente, haja vista que os produtos de transfamaodem apresentar uma toxicidade maior
do que aquela apresentada pela rosuvastatina, diéfato que um efluente normalmente
possui uma grande variedade de outras moléculasioes.

Apés a identificacdo dos picos que correspondianpogenciais produtos de
transformacao, passou-se a analisar os dados dasrasatas de cada composto, o padrdo de
distribuicao isotdpica, os valores de RDBE e o®etsps obtidos nos experimentos MS/MS.
Também foi levado em consideracdo a estrutura slavastatina, pois é de se esperar que 0s
produtos de transformacdo mantenham similaridastesterais com a mesma.

Dezessete diferentes compostos foram identificamaprocesso de fotocatalise da
rosuvastatina na presenca do ZnO. Para facilidis@ussao, eles serdo separados em duas
categorias distintas: os que possuem atomo de Entgua composicdo (sete compostos)
serao denominados apenaspdaedutos(P). Os demais dez produtos que ndo possuem atomos

de zinco em sua composicao serdo denominados radatos de transformacgad Ps).

4.3.1 Identificagdo dos Produtos com Zinco
Sete diferentes compostos com zinco foram ideatibs, o que indica que o ZnO
em alguma medida também reagiu, em vez de atuaaspm®mo catalisador. As estruturas

para esses sete compostos sdo apresentadas no Quadr

Quadro 17 — Produtos formados pela reagcao com o ZnO

Tempo Massa Composto Massa Erro
Produto | Retencéo encontrada sugerido (ion) | teérica (u) | (opm) RDBE
(min) M + H]* g PP
P1 1,7 105,9630 ZnEl,N 105,9630 0,0 2
P2 1,7 130,9579 ZnElsN, 130,9582| -2,3 4
P3 1,7 149,9527 ZnElsNO; 149,9528 | -0,7 3
P4 1,7 190,9787 ZnElsN,0, 190,9793| -3,1 4
P5 1,7 238,8840 CaznB;0s 238,8842| -0,8 3
P6 1,7 279,9101 CazpBsNOs 279,9107 | -2,1 4
P7 1,7 303,8772 ZsHsNOg 303,8773| -0,3 4
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O tempo de retencdo para o0s sete produtos citadosQuadro 17 é de
aproximadamente 1,7 minutos. O pico centrado e Inghutos ndo se confirmou de
interesse para 0s objetivos deste trabalho. A &ig26 apresenta os cromatogramas
sobrepostos das dez aliquotas, uma correspondernpadado de rosuvastatina e nove, as
amostras submetidas a diferentes tempos de foliseat@ferente ao tempo de retencdo que

as substancias propostas eluem.
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Figura 25 — Cromatogramas sobrepostos com amplingéegido comgtentre 1,5 e 2,0
minutos.

Podemos observar que a amostra com o padréo uzastatina ja apresentou picos
na regido em questdo. ApGs a analise dos compgstosorrespondem a esse pico, verificou-
se que ele é originado por alguma impureza bastadtessolivel presente no padrdo de

RST, mas que nédo corresponde a qualquer um dopreeligtos com zinco aqui propostos.

A Figura 26 apresenta o espectro de massas (M8)udado dos compostos que eluem

no tempo entre 1,6 e 1,75 minutos.

N
149.9531
Set
4ot 151,9498
3 238.8840 305,8742
8 T 3028772
2 . 307.8725
sy 125.9866 240.8808 3799106
284
2428793 309.8701
1059635 283.9061 Y
Ted 1329548 || 155 000 1809787 2149171 S e 206,757
1927008 WD, S ki 118687 J46.9004
R ‘ ‘( | B ! 1968035
I 11 R Y L. izl o M gl 1, ' ki
120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 420 500 520 540
Massa/carga (Da)

97



Figura 26- Espectro de massas MS dos produtos (P) da roatimastomg ~ 1,7 min.

No espectro de massas da Figura 26, podemos obsanexisténcia de uma
guantidade enorme de picos MS distribuidos em agneptos mais ou menos bem definidos.
A analise mais detalhada de cada um desses agmiusmeOStrou que 0S Mesmos nao eram
constituidos por diferentes compostos com massasnms. Em vez disso, os diferentes
picos de cada agrupamento sdo provenientes de igo éomposto. A multiplicidade de
picos é resultado da distribuicdo isotopica. Veoifi-se que o perfil dos picos era compativel
com o do atomo de zinco. Com base nessa informacéos valor das massas exatas,

elaborou-se 0 Quadrol8, citando-se as possiveipasigbes das substancias em questao.

Quadro 18 — Composicdes possiveis para os profRfaa RST para @ t1,7 min.

Produto Tempo . Massa encontrada Composto Mgssa Erro RDBE
Retencdo (min) | [M + H] "ou [M+Na]" sugerido (ion) | teérica (u) | (ppm)
P1 1,68 105,9630 Znfe,N 105,9630 0,0 2
P2 1,68 130,9579 ZnflsN, 130,9582 -2,3 4
P3 1,68 149,9527 ZnBsNO, 149,9528 -0,7 3
P4 1,68 190,9787 ZnflsN,0O, 190,9793 -3,1 4
CazZnGH30¢ 238,8842 -0,8 3
P5 1,68 238,8840 ou
NazZnGHN,0O,S | 238,8840 0,0 4
CazZnGHgNOs 279,9107 -2,1 4
ou
P6 1,68 279,9101 CazZnGHNO,FS | 279,9093 2,9 4
ou
NaZnCsH4N30,S | 279,9106 -1,8 5
Zn,CHNO; | 3038773 | 03 4
ou -1,0
NaZnCgHsN,O; | 303,8775 ' 55
P7 1,68 303,8772 ou 20
CaZnCgH/NF 303,8766 ' 6
ou 4,3
Zn,CeH/NOFS 303,8759 ' 4

A composicéo isotépica do zinco esta apresentaduaolro 197,

Quadro 19 — Composicao isotépica do atomo de Ziftco

is6topo Abundancia relativa
zZn® 0,4917
zZn®t 0,2773
zZn®’ 0,0404
Zn%t 0,1845
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| znc | 0,0061 \

Os espectros teodricos do cation"Zn[Zny]” e as suas intensidades relativas estdo

apresentados nas Figuras 27 e 28.
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Figura 27 — Distribuicdo isotopica do Z(fonte: adaptacido do original obtido pelftware
PeakView).
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Figura 28 — Distribuicdo isotopica do [Zh (fonte: adaptacdo do original obtido pelo
softwarePeakView).

O perfil de distribuicdo isotopica do zinco € bearacteristico, o que auxilia na
determinacdo da sua presenca na composicao dautagléem como do seu quantitativo.

O padrao de distribuicdo isotépica para os ioma ouz de 105,9630 — 130,9579 -
149,9527 - 190,9787 - 238,8840 e 279,9101 daltomstnan que 0S mesmos apresentam um
atomo de zinco em sua composicdo. O compostons(@803,8772 apresenta dois atomos de
Zinco em sua composigao.

O espectro de massas teorico para o compostgHzNGm/z= 105,9630), mostrado na
Figura 29, apresenta uma similaridade muito gracden o espectro experimental do
composto com mesmm/z que elui no tempo de retencdo de aproximadamentmihutos,

apresentado na Figura 30. Associando a informagdedil de distribuigdo isotépica com os
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valores de massa exata, temos evidéncias sufisiggaea sustentar que o composto em
questao é o ZngEi4N.
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Figura 29 — Espectro de massas teérico de um cdanpbsGHN (fonte adaptacdo do
original obtido pelo software PeakView).
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Figura 30 — Espectro de massas da regidao entreelD51 daltons, referetente ao pico
cromatografico com tempo de retencéo 1,7 min das@@smir.

A mesma estratégia utilizada para a elucidacdo rdoupo 1 (P1) foi aplicada para a
determinacdo dos compostos P2, P3, P4, P5 e P$eapados no Quadro 17. A intensidade
relativa dos picos para o composto coniz de 238,8840 Da indica que se trata do
CazZnGH30g. Ja para o composto cam'z279,9101 Da, a analise das intensidades relativas
dos picos indica o favorecimento do ion CagiéBlOs. O atomo de calcio estava presente na
solucdo, pois se utilizou rosuvastatina na formasde de célcio nos experimentos de
fotocatélise.

O espectro tedrico do composto,ZgHsNOs, apresentado na Figura 31, apresenta alta
similaridade com o espectro obtido na regidondede aproximadamente 300 daltons do pico

referente ao tempo de retencdo de 1,7 minutosr@gR), tanto em relacdo a massa quanto a
intensidade.
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m/z Intensty -
304.88029 5,365

305.87423 100.000 3
306.87585 20749 =
307.87252 97.219 B
308.87362 14530 %
309.87035 42,802 -;-E
310.87176 8.360 =
31186914 15,024
31287217 1167
313.87003 1.033 -

Figura 31 — Espectro de massas teérico do

Isotopic Distribution for Zn2CSH5NOG H +
100

SHE RN

06 307 308 309 310 n 312 313 314 315
Massa/carga (Da)

compisiGsHeNO; . (fonte adaptacéo do

original obtido pelo software PeakView).

303.8772

Intensidade (%)

PR,
3058742 0 12

309.8696

306.8756

308.8730 311.8684

06 307 308 309 310 311 312 313 314 315
Massa/carga (Da)

Figura 32 — Espectro de massas experimental daa@gimm/z de ~ 300 daltons, obtido a
partir do pico cromatogréfico referente ao tempoedencao de 1,7 minutos.

A razdo entre as intensidades dos picd¥3CE é outra informacdo que pode ser

relevante para definir qual das quatro estrutupgssentadas no Quadro 18 corresponde ao
composto com massa de 303,87 daltons (P7). O adsudtbtido a partir dessa avaliacdo nos

da uma estimativa do numero de carbonos preseatesmposto. O Quadro 20 apresenta 0s

valores de €/C* obtidos a partir do espectro tedrico para os quaissiveis compostos.

Quadro 20 — Razao entre a intensidade dos picosmwane 304,8803 e 303,8772 daltons dos

espectros teoricos.

Composto Raz&o das intensidades dos pr/sC
(304,8803/303,8772)
ZnyCsHgNOg 0,0623
NaZﬂZCGH5N203 0,0759
CaZnCgH;NF 0,093
Zn2C6H7NOzFS 0,0799

A razdo para as intensidades dos picos sgrB04,88 e 303,87-C/*°C) na andlise

experimental foi de 0,066, o que sugere a estraiy@sHsNOs. Associando essa informacao
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com o padrdo de distribuicdo isotdpica e com ososlatk massa exata, temos razdes
suficientes para concluir que o composto&ilsNO esta presente nas amostras apos o
processo de fotocatalise.

Os inumeros picos observados na Figura 26 tambéderiam corresponder a
moléculas com composicdo atbmica diferente. Porém,dados obtidos a partir dos
experimentos MS/MS reforcam a tese de que elesigmam de um Unico composto com
diferentes isétopos em sua constituicdo. A Fig®a@esenta os espectros de fragmentacéo
dos picos 303,87 - 305,87 - 307,87 e 311,87 dalteademos observar o mesmo padrao de
fragmentacdo nos quatro espectros. A diferencae eagr massas € devida aos diferentes

isétopos que constituem as moléculas.
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Figura 33 — Espectro MS/MS experimental para o pmwespondentes ao¥zde 303,87 -
305,87 - 307,87 e 311,87 daltons.

A formacgédo dos sete produtos contendo zinco emcenatituicdo ocorre mesmo na
auséncia de luz, durante o periodo de 60 minutoguema rosuvastatina esteve em contato
com o catalizador no escuro. Para fins de exeroatifio, no Quadro 21 sdo apresentadas as

areas dos picos referentes ao P1 e ao P7 ao longongo.

Quadro 21 — Areas relativas dos picos referentesaas conm/z105,96 e 303,87 daltons.

Amostra Area do pico 105,96  Area pico 303,87
RS Thadra ND (n&o detectado ND
to 1,38 x 16 1,00 x 16
tsmin 2,37 x 16 2,94 x 16
t15mir 4,23 x 16 7,79 x 16
taomir 5,06 x 16 9,97 x 16
teomir 5,20 x 10 1,01 x 16
t120mir 2,62 x 16 3,47 x 10
t150mir 2,61x 10 3,48 x 10
toaomir 2,10 x 16 2,28 x 16
taoomir 2,06 x 16 2,24 x 16

Conforme citado anteriormente, a formacéo dos ceitoposse d4 mesmo na auséncia
de luz. A concentracdo maxima (baseada apenasews do P1 e P7 ocorre no tempo de 60
minutos quando, entdo, comeca a diminuir. No tehgp@00 minutos de fotocatalise eles
atingem concentracdes equivalentes aquelas endastraos primeiros minutos apés a
ativacdo da fonte de luz. Por esse motivo essesceghpostos foram tratados de forma

isolada aos outros dez compostos.

4.3.2 ldentificacdo dos Produtos de TransformacdocadRosuvastatina por Fotocatéalise

Dez produtos de transformacdo mais importantesrfaceentificados com o uso da
estratégia de identificacdo proposta neste trabalasquematizada na Figura 19. O Quadro
22 apresenta um resumo onde consta a estruturaomiposto e demais informacdes
relevantes do padrdo de rosuvastatina e dos sedstps de transformacéo. A seguir, sera
discutido em detalhes o processo de identificagialguns dos compostos, porém, ndo de
todos eles, pois a metodologia empregada foi simila
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fotocatalise.

Quadro 22- Valores de massa exata determinados p-QTOF-MS/MS da rosuvastatina e os produtos de transfamgerados pc

. Formula (fon Massa Massa Erro
Estrutura tr (min) [M+H](+ : Experimental Calculada (ppm) RDBE
RST 15,7 CooHogN3O6FS 482.175. 482.175! -0,4 10
CooHo7N3SOF 464,165. 464,169 0,6 11
CaoH2sN3SOF 446,154 446,154 0,9 12
oH 0O CooH2sN3O4FS 422,154 422,154 0,5 10
C,1Hx7N3O4F 404,197 404,198! -0,5 10
3 1T 0H C1gH21N3SOF 378,128 378,128. 0,5 10
2 C1gH21N30F 314,167! 314,166. 2,2 10
Cy7H1eN3OF 300,150:! 300,150 0,3 10
Cy7H17N3F 282,140 282,140 1,8 11
CigH1gN3F 272,155l 272,155! -2,9 9
CigH17N3F 270,139 270,140 -2,6 10
CisHi7N3F 258,139 258,140 -1,9 9
Nota: a numeracdo dos &tomos na estrutura seg CysH1sNsF 256,124, 256,124 -1,2 10
recomendacgdo da IUPAC. Os indices (' e ") foranbutios CiaHisNsF 242,109 242,108: 038 10
pelo autor para facilitar as discuss CyaH13NsF 230,108 230,108! -0,4 9
CyoH1oNaF 217,101 217,101 1,4 8,5
CpiHigNoF 189,082 189,082 -0,5 8
TP1 | 3,0 C,HgN30,S 138,033! 138,033 2,2 1
C,H:sN,0,S 121,007 121,006! 3,3 2
HN CHgNO,S 96,011¢ 96,011« 2,1 0
\>—NH2 CH;0,S 78,986. 78,984 19 1
H—N CHsN3 60,058( 60,055 40 1
\S/CH3 CHsN, 57,0472 57,044 43,8 2
o“\
(0]
TP2 | 14,5 CooHoeN3OFS 498,171 498,170! 2,6 10
CaoHo7N3OgFS 480,160 480,159 0,4 11
Ca2H2sN3OsFS 462,149 462,149. -0,6 12
Co2H23N3O4FS 444,138! 444,138: 0,2 13
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CaoH2N3OsFS 438,148, 438,149, -2,3 10

CaiH2N3O4FS 436170z 436,170. 0,2 10

CaiH2N:OsF 420,193 420,192 1,9 10

HC s PP oy on o Ca1HosN4OsF 418,177. 418,177. 0,2 11
CaiH2eN3O5FS 418,159. 418,159 -1,0 11

NN OH CaiH2N:O4F 402,181. 402,182 -3,2 11
ne. L C1eH2N3O4FS 394,123 394,123 18 10
NN C1eH2N3O5FS 392,144 392,143 2,0 10
- — CaeH1eN;O5FS 376,113, 376,112 16 11
I F CH.N:OsFS | 366,1297! 366,128, 4,1 9
CiH1N:O,FS 348,118 348,117 0,9 10

C1eH1N:OF 312,149 312,150 -4,5 11

CyH1N;OF 298,134 298,135 -1,0 11

C1eH1:N:OF 286,135. 286,135/ 0,3 10

CreHiNoF 270140z 270,140. 04 10

CaeHiNgF 256,123 256,124/ -4,3 10

CaeHiaNgF 254,107! 254,108 -3,6 11

CraHiaNgF 242,107/ 242,108 -5,0 10

CaHiNoF 215,097! 215,097! -1,9 9

CazHioNoF 201,0817 201,082: -3,0 9

TP3 | 145 | CpHaiNsOgFS 516,182, 516,181 2.1 9
CaoHaeN3O-FS 498,171. 498,170 1.2 10

CaoH2N3OGFS 480,160 480,159 1,7 11

CaoHoN3OsFS 462,149 462,149 0,6 12

CaiH2N:OsF 420,192 420,192 1,4 10

CieH2N3O4FS 394,124 394,123, 4,1 10

CiH21N;O5FS 366,129 366,182 3,8 9

CisH1N:O,FS 324,116 324,117 -2,5 8

CieH1N:OF 288,151 288,150 2,1 9

C1eH1N:OF 287,143 287,142 2,8 9.5

C1sH1N;OF 274.136! 274.135 5.4 9.0

CisH1N;OF 272,119 272,119 11 10

CaeHi7NoF 270,141, 270,140. 3,7 10

CaeHiNoF 258, 140E 258,140. 15 9
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CieHisN3F 256,125I 256,124 2,0 10
Ci4H17N3F 246,140! 246,140. 0,0 8
C14H:1:NOF 232,113 232,113 0,0 8
CiaH13N3F 230,109 230,108t 3,5 9
C13H1:NOF 218,097. 218,0971 -1,4 8
C14H:1,0OF 217,101 217,102 -2,8 8
CiHiiNsF 216,092 216,093 0,0 9
Ci3HqNF 200,084 200,087! 2,0 9
C1iHiNoF 189,080! 189,082 -9,0 8
CsH,0O5 115,039 115,039 0,0 3
TP4 | 14,6 CooH31N3OgF S 532,177! 532,176! 1,9 9
CooHsN3OgFS 514,166 514,165 2,5 10
CooHsN3O/FS 498,171! 498,170! 2,0 10
CoH7N3O6F S 480,158. 480,159 -3,3 11
CooH2eN3OsFE 462,153! 462,149. 8,9 12
C17H21N3O4F S 382,124. 382,123 3,4 9
C16H1sN3OzFS 352,113 352,112 1,7 9
Ci1sH1N3OFS 324,117! 324,117 0,3 8
Ci16H17;N3OF 286,136. 286,135I 3,8 10
CisH17N3;OF 274,134, 274,135( -2,9 9
C1eH1e0oF 261,128 261,128! -0,8 8
C14H1:N3OF 258,104! 258,103 3,1 10
C1o:HgN-O,S 256,123 256,124l -2,3 10
C13H13N3OF 246,103 246,103 0,0 9
Ci4H1sN3F 244,124 244 124! -2,0 9
CiaH1aN3F 230,107. 230,108 -6,5 9,0
CioHgNoF 199067¢ 199,066! 6,5 10
C1iHiNoF 189,081. 189,082 -4,8 8
TP5 | 14,7 CuoH3N30O,S 480,179 480,180 2,1 10
CooHgN306S 462,169 462,169. 0,9 11
CooH6N30sS 444,157 444,158: -4,1 12
CooH26N30sS 420,158 420,158: -0,5 10
Ci1gH2N30,S 376,131. 376,132 -4,0 10
C1oH24N305S 374,152, 374,153 -3,2 10
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Ci1cH24N305 342,179 342,181 -4,7 10
Ci1eH2oN30, 312,170 312,170 0,0 10
C17H20N3O, 298,154 298,155 2,0 10
Ci7H1sN:O 280,143 280,144 -2,5 11
Ci6H20N30 270,159 270,160 -1,5 9
CiH1aN30 268,144 268,144 -0,7 10
CisHisN3O 256,143 256,144 -2,3 9
Ci1aH1sN:O 244,143 244,144, -4,5 8
C1aH1aN30 240,111 240,113 -5,0 10
CiH12N:0 214,097 214,097 1,4 9
Ci2HuN0 199,085! 199,086 55 9
C11H11NO 187,085 187,086t -5,3 8
CoHaeN3OFFS 498,171 498,170! 2,8 10
CaaHoN3sO6FE 480,161 480,159 2,5 11
CoaHasN3OsFS 462,149 462,149 0,9 12
CoiHasN3O5FS 418,159; 418,159 -0,5 11
CigH2aN3O5FS 392,143 392,143 0.0 10
CiH21NzOsFE 366,128: 366,128; 0,0 9
CieH17N3OsFE 350,096: 350,096 -1,7 10
CigHaiN3OF 342,161 342,161, 0,6 11
C1eH21N5O,F 330,161 330,161 1,2 10
Ci7H1oNsO.F 316,145 316,145 0,3 10
CigH21N3OF 314,165 314,166. -3,8 10
CigH1cN3sOF 312,150; 312,150 -1,6 11
Ci7H1:NsOF 298,135. 298,1B5C 1,3 11
CieH1eNsOF 288,150 288,150 -2,4 9
CieH1/NsOF 286,134 286,135 0,7 10
CisH1/N;OF 274,134. 274,135 26 9
CisH1:NsOF 272,119 272,119 1,1 10
CisH1:NsOF 270,102! 270,103 -3,0 11
Cy14H1sN3OF 260,118 260,119 -2,7 9
CisHi7NsF 258103 258,140. 3,1 9

Ci4H1:N;OF 257,095; 257,095 2,7 10,5
CiaH1NsOF 244,087. 244,088: -3,3 10
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C14H12N,OF 243,092 243,092 -2,5 10
C13H:cNL,OF 229,076! 229,077. -2,6 10
C1o:H1cNo,OF 217,076 217,077. -1,4 9,0
CgH14N:0,S 216,080. 216,080:. 0,9 4
CooH27N3O6FS 480,160! 480,159 1,2 11
CyoHo:N3OsFE 462,145! 462,149. -7,6 12
CoH2aN3O4FS 420,137! 420,138: -4,3 11
C,1H2sN3O4F 402,182 402,182 -0,7 11
C17H17N3OF 298,134, 298,135I 2,7 11
Ci7H1sN3F 280,124. 280,124 -0,4 12
CieHisN3F 268,125I 268,124 4,1 11
CieH1aN3F 254,110:. 254,108 5,5 11
Ci4H1oN3F 241,100! 241,101 -2,1 10,5
CooHo7N3O6FS 480,160: 480,159! 2,3 11
CyoHo:N3OsFE 462,150! 462,149. 2,5 12
CoH2aN3O4FS 420,139 420,138: 1,9 11
Co1H2sN3OzF S 418,160. 418,159! 1,7 11
C,1H2sN3O4F 402,183 402,182 3,2 11
C1gH2:N3O5FS 392,145! 392,143 4,1 10
Ci1gH1cN3OsFE 376,113 376,112 3,5 11
Ci1gH21N3OF 314,1672 314,166. 2,9 10
C17;H17N3OF 298,136: 298,135I 4,7 11
CieH17N3F 270,141. 270,140: 4.4 10
CiHioNoF 201,082 201,082 -0,5 9
Ci1H1:zNO 177,102 177,102 -1,1 6
CgHgN,O 149,071. 149,070! 3,4 6
TP9 | 17,7 C16H17N3O3FE 350,097! 350,096! 1,4 10
Ci1sH1sN3OF 272,119 272,119 1,8 10
Ci14H11N3OF 256,088. 256,088: 0,8 11
C13H11N3OF 244,089. 244,088. 45 10
C14H1,N,OF 243,092 243,092 -3,3 10
Ci4H1aN3F 242,109 242,108 1,2 10
Cy3H1:N,OF 230,083 230,085! -7,0 9,5
C13HgN,OF 227,060 227,061! -2,6 11
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CiaHoNoF 226076 226.077! 35 11
HiCo _CHs Ci:HaN,OF 215 061! 215,061 19 10

CisHioNoF 213,081l 213,082, 6.1 10

CioHeNF 199,065! 199,066/ 35 10

Nl N OH C1iHaNoF 187,065 187,066 6,4 9

)\ P CuHNoF 186,059! 186,058 3.8 95

HN N CoH1oN5O 176,081 176,081 a1 7
O:é—CH:, CoHy:NO 151,096. 151,099, | -185 | 45
I F C.HNF 122041 122,040, 13,1 6
TP10 192 | CyeHyN;OsFS 352,113 352,112 28 9,0

CyeH1NOF 274.135. 274,135 15 9.0

C.sH1eN:OF 273.127. 273127, 0,7 95

CysH1N:OF 272119 272.110. 11 | 10,0

C1H1:NOF 258,103 258,103 00 | 10,0

CaeHieNaF 256.124; 256,124! 208 | 100

CoHoNF 244 1241 244 124! 04 9.0

Cr-HaNoF 230,108! 230,108 0.4 9.0

CoHuNGF 216,093; 216,093, 0,5 9.0

CiHiNaF 217 1011 217,101 0.0 8,5

CioHiNoF 203,097 203,097" 25 | 80

CuiHoNSF 202,077 202,077 25 | 90

CuHioNoF 189,082, 189,082; 205 | 80

CycHeN,OF 189,046; 189,045/ 16 9

CuHaNoF 187,066! 187,066 05 9

CoH1N:O 177,089 177,089 34 | 65

CcH-NOF 176,050: 176,050 17 8
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4.3.3 Produtos de Transformacéo TP1

A Figura 34 mostra os cromatogramas sobrepostam@iados na regido do pico
correspondente ao tempo de retencao de trés mirga@geas dos picos estdo informadas no
Quadro 23.

S

] RSTdedn O t50min

mww....

e fo @ t120min
@ f5min @ t130min
; @ {15min © 1 240min
‘ @ {30min @ t300min

Intensidade

AT T E I
I*I‘w.'&.".‘fi.‘?‘.i."".i.’:'.ﬁlﬁ’.iﬁi?f‘:‘.ﬁ?‘,‘.ﬁ

Tempo (min.)

Figura 34 — Cromatogramas sobrepostos para a regid em torno de 3,0 minutos.

Quadro 23 — Area do pico correspondente ao tempeteecao 3,0 minutosn(z138,03 Da),
para os diferentes tempos de fotocatélise.

Amostra Area
RSTpadré( ND
to ND
tsmin 3,58 x 10
t15mir 7,03 x 10
t30mir 1,01 X 16
tsomir 8,79 x 16
t120mir 8,87 x 10
t180mir 8,47 x 18
toa0mir 7,63 x 10
t300mir 5,52 X 16

O pico em questédo corresponde ao ion oorde 138,0335 Daltons. Constata-se que
0 composto ndo esta presente no padréo da rostivagtajue o pico claramente se afasta da
linha de base do cromatograma correspondente gmtdenl5 minutos. Apesar da Figura 34
apresentar 0 pico CONodmin COM  area superior aquela com do pico cagmint a

concentracdo do ion com/z 138,03 é inferior para a amostigotin conforme pode ser
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observado no Quadro 23. Possivelmente deve teridoc@lguma coeluicdo na amostgtin

gue aumentou a area do pico.

Com base nos valores de massa exata foram propastastruturas presentes no

Quadro 24.

Quadro 24 — Produtos de transformacao sugeridaesgoimn comm/z138,0332.

Tempo Massa Composto sugerida  Massa Erro
Retengédo | experimental (ion) tebrica (ppm) DBE
(min) do ion
CoHgN30,S 138,0332 2,2 1,0
3,0 138,0335 ou
CaGHsgNs 138,0339 -2,9 3,0

O padréo de distribuicdo isotopica segundo o @spde massas MS indica a presenca

do enxofre, 0 que favorece a estrutupdBl;0,S. Os espectros de massas experimentais e

tedricos para os dois compostos possiveis saoeapaei®s na Figura 35.
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Figura 35 — Espectro de massas experimental (&pecb do composto £sN3O,S (B) e

CaCGHgN3 (C)
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O pico correspondente aw/z proximo a 140,0298 daltons corresponde ao composto
com um atomo dé*S. Esse pico esta presente tanto no espectro ewgueal quanto no
tedrico do composto £lgN30,S. Porém, no composto CaAfgN; ele praticamente nédo
aparece.

Para a elucidacdo da estrutura foram utilizadodades de RDBE, analise do padréo
de fragmentacdo CID e massas exatas. A Figuraré8exa o espectro MS/MS do TP1 e os

principais fragmentos CID sugeridos.

+

H
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— 07/S§6H3 >_
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H H H A\ /CH3
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£ w0 57,0472 N N 0 \\O
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E 30 | ~H o : j 1380332
20 121.0070
10 | 59,0521 96,0116 \ 1380136
P Cl ]
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Figura 36 — Espectro de massas MS/MS e estruterfraginentacdo sugeridas para o TP1.

O padréo de fragmentacdo MS/MS apresenta as pesp@sadas para 0 composto
C,HsN3O,S. Esta presente o pico referente a perda de anfpicia 121,0070). Também
aparece a perda do grupo metilsulféxido (pico 6800% o ion [CHSQ,]" (78,9863 Da), o
gue demonstra que se trata gdiglN3O.S e ndo do CaElgNs.

4.3.4 Produtos de Transformacgéo Mono-Hidroxilados P2 e TP6

Dois diferentes produtos de transformacao cofnde 498,17 foram identificados. O
primeiro com tempo de retencao de 14,5 e 0 segwuin, 15,5 minutos. Para o tempo de
retencdo de 14,5 minutos, o valor de massa endonfa 498,1718 daltons. O espectro
MS/MS do TP2 @ 14,5 min m/z 498,1718) esta apresentado na Figura 37 para duas
diferentes energias de colisao, 47 eV e 30 eV. #khigéo destas duas energias foi baseada

nos valores utilizados nos experimentos com coitdA e rampa de energia de coliséo.
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Figura 37 — Espectro de massas MS/MS do TP2 emdi@ientes valores de energia de
colisao.

A energia de 30 eV gera um espectro de massas 8184vh mais pobre em relacao ao
de 47 eV uma vez que o perfil de intensidades dms @ dependente do valor da energia de
colisdo. Por isso, 0 ajuste desse parametro devieise com bastante cuidado. Energia de
colisdo aquém da ideal pode ocasionar perda darafibes importantes. Energia de colisdo
acima da ideal pode gerar um espectro MS/MS contanfreigmentacao, além de ocasionar o
desaparecimento de alguns picos, dificultando arpn¢tacdo dos resultados. Podemos
perceber no espectro MS/MS do TP2 a perda de makoeutras de agua (pico 480 e 462),
perda de CECOOH (pico 438) entre outros. O padrao de fragno@atabservado indica que
a hidroxila foi inserida a ligacdo dupla, o quebac@or gerar uma carbonila/enol. Ndo héa
picos que indiqguem que a hidroxila esteja ligadaaael aromatico, diferentemente do
observado no espectro MS/MS do TP6. No TP2, Fragpmeenomo o comm/z 418
(C21H25N30sF), mostram que a hidroxila ndo esta localizadaarbono ligado ao enxofre. O
pico correspondente aun/z 348 (G/H19N3O,FS) é bastante intenso e indica que os Unicos
dois oxigénios do fragmento sdo aqueles ligadosreofre, sugerindo que os demais sao
eliminados com relativa facilidade. O fragmento conz 270 (GgH17NsF) corresponde a

perda de S@CH, a partir do fragmento comm/z 348. Observa-se que alguns fragmentos
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encontrados no TP2 sdo 0os mesmos presentes nastaina, como € o caso duz 376
(C18H19N303FS),m/z256 (GsHisN3F) e dom/z270 (GeHi7N3F).

Para auxiliar na definicdo de qual é a posicac f@aioravel a entrada da hidroxila na
molécula, realizou-se calculab initio que indicaram que a posi¢cao C6 (conforme numeracéao
dos atomos da RST no Quadro 22) é mais favoraweFijura 38-A podemos observar dois
dos principais picos cromatograficos, o primeironcg de aproximadamente 14,5 minutos
que corresponde ao TP2, e o segundo c@mdd aproximadamente 15,5 minutos,
correspondente ao TP6. Esse primeiro pigp 1#,5min) na verdade é formado pela
sobreposicao parcial de outros dois picos. Um dueegponde ao composto TP2 com a
entrada da hidroxila na posi¢cado C6, destacadoquad&B8-A por “J”, e 0 composto TP2 com

a entrada da hidroxila na posicédo C7, destacadiiguaa 38-A por “K”.
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Figura 38 — Cromatograma correspondente ao ioaidrtcomm/z498.1705 e os espectros
MS/MS da regiao J e K do cromatograma.

Conforme ja citado, o cromatograma correspondewteion extraido comm/z de
498,1705 mostra que ocorre a entrada da hidrorilambas as posi¢cdes. Porém, conforme
pode ser observado na Figura 38-A, a molécula camrmempo de retencaag (t 14,6 min)
€ mais abundante do que aquela cgnetaproximadamente 14,3 min. A presenca de um pico
MS/MS comm/z 256 Da (Figura 38—C) indica que essa estrutureesponde a entrada da
hidroxila na posicdo C6. A estrutura otimizada tpiautilizada nos calculoab initio para o

composto TP2 estédo presentes no Quadro 25.
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Quadro 25 — Parametros Computacionais ObtidospaRR.

Massa do ion e| Energia (Eh e kJ
Posicdo da Hidroxila no TP2 Formula mol™,
Molecular respectivamente

Posicdo C7

498,1705 -2.083,8241
Ca2H29N307FS -5.471.080,6
498,1705 -2.083,8338
C22H20N307FS -5.471.106,1

O Quadro 25 apresenta as energias em HartreeleJ enol’. A energia da molécula
com a entrada da hidroxila na posicdo C6 é 25,5nkI* menor do que aquela que
corresponde a entrada na posigdo C7, o que indee@ gomposto com hidroxila em C6 deve
ser mais abundante, o que foi confirmado experiahernte conforme discutido
anteriormente.

Assim como o TP2, o TP6 £&1,0N3O/FS, m/z 498,1719) também foi identificado
como um produto mono-hidroxilado, mas em posicdereinte que a do TP2. O ataque do
radical hidroxila em diferentes posi¢fes da RSTesperado, devido ao comportamento nao
seletivo desse radical. A Figura 39 apresenta ectsp MS/MS do composto comm/z
498,1719, comgtde 15,5 minutos.
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Figura 39 — Espectro de massas MS/MS do TP6 cagiaa de interesse ampliada (B).

A Figura 39-A apresenta o espectro de massasixea de 50 até 500 Da. Como os
picos MS/MS se concentraram na regiao acima deD20@ regido de interesse foi ampliada
na Figura 39-B. Pode ser observada a perda derndolésulas de agua (picos 480 e 462),
bem como a perda de agua e de@@) (pico 402). Apesar do TP6 apresentar a mesma
massa do TP2 e alguns fragmentos idénticos, o padrfragmentacdo de uma maneira geral
é diferente do seu isémero TP2. O pico MS/MS maisnso do TP6 é o correspondente ao
m/z272, que ndo esta presente no espectro do TP2agunele da RST. Esse pico é referente
ao ion GsH1sN3OF, e corresponde ao pico coniz 256,1242 (@H1sNsF) que € encontrado
no espectro MS/MS da rosuvastatina, acrescido de oxigénio. O Pico 420,1398
(C20H23N304FS) equivale ao pico 404 presente na RST tambéas@do de um oxigénio.
Esses picos indicam que a hidroxila esta localizamlalcleo mais estavel a fragmentacao
CID da molécula, que corresponde aos anéis aramsatidém disso, 0 picen/z 217,0765
corresponde ao ioni&110N,OF e ndo estd presente no TP2 nem na RST. Essquaooo
associado as informacdes do padréo de fragmentacBST e do TP2 evidencia a posicao da
hidroxila no anel aroméatico. Existem duas posi¢pessiveis para a hidroxila no anel
aromatico: na posicdo orto ou meta em relacdo@uatle flior. Os calculasb initio para
as posigcoes C2" C3” C5” e C6” indicam que as pasg82” e C6” possuem menor energia e

por isso devem corresponder ao composto majoritario
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4.3.5 Produtos de Transformagao Di-hidroxilados e fI-hidroxiladosTP3 e TP4

A andlise do TP3 (£H31N30gFS, m/z516) indicou um valor de RDBE igual a nove.
Como a RST possui RDBE igual a 10, temos a perdant instauracdo, o que indica a
adicdo de molécula de agua a ligacao dupla naoadiaan

Em relacdo ao espectro MS/MS, o TP3 apresenta suassperdas neutras de
moléculas de agua, conforme evidenciado pelos pioos m/z 498,1711 - 480,1607 e
462,1497 daltons. O pico mais intenso do espec8iWS € o 366,1296 e corresponde ao ion
[C17H21N3OsFST. Dos trés oxigénios presentes nesse ion, doi® digiéidos ao enxofre.
Como 0 mesmo pico esta presente no espectro don@&@bnao naquele do TP2, temos um
bom indicativo que o terceiro oxigénio esta ligamn anel aromatico. Os picos 274,1265
(C1sH17N3OF) e 272,1197 (£sH1sN3OF) séo correspondentes a ions oxigenados que nrambé
estdo presentes no TP6, mas ndo TP2, reforcangotase que o oxigénio desses fragmentos
esta localizado no anel aromatico. A Figura 40 s o espectro MS e MS/MS do TP3.

Intensidade

S e

Massa/carga (Da)

366.1296

Intensidade

3 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540
Massa/carga (Da)

Figura 40 — Espectro de massas MS do compostonstmae 516,1821 daltons (em A) e
espectro de massas MS/MS (em B).

Em relacdo ao TP4, a andlise da sua massa exak;, RDo padrdo de fragmentacao
(CID) do ion comm/z de 532,1770 daltons indica que se trata do ighldN3OgFS. Em
relacdo a RST, h& a incorporacédo de trés hidroxitas: delas localizada no anel aroméatico e
as outras duas adicionadas a ligacdo dupla nacddoamA estrutura do TP4 esté apresentada
no Quadro 22. A analise do padrédo de fragmentaga@idos relevantes € bastante similar a
do TP3.
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4.3.6 Produtos de Transformagao TP5, TP7 e TP8

Os trés principais produtos de transformacgao ggrde 480 foram analisados, apesar
de que outros dois produtos minoritarios com essgmo valor de massa nominal também
foram detectados. O composto cagrdée 14,7 minutos apresentou um pico no espectro MS
comm/z480,1809 Da. Para esse valor de massa, trés cmip®€lementares sdo possiveis:
C10H31N30gFS, GoH27N30gF e GoH3oN3O7S.

A elucidagdo da composicdo elementar para esseutprade transformacao foi
baseada no padréo de distribuicdo isotépica detaduiexperimentalmente. A presenca de
heteroatomos que possuam um padrdo caracteristiciiaana tarefa de identificacdo dos
TPs. Sdo conhecidos quatro isétopos de enxofreeist¥sS, s, **s e°s, com abundancia
natural de 95,02 %, - 0,75 %, 4.21 % e 0.02 %,eetd@mente’>. A andlise dos dados
indicou a presenca do enxofre na constituicdo dgposto. A raz&o entre as intensidades dos
picos*C e *C indicou que o composto possui 22 atomos de carbonsua constituicéo, o
que levou a concluir que o TP5 possui um fon [M+Edm formula GH3oNz0;S. Os
experimentos em MS/MS mostraram que todos os frapeepossuem oxigénio na sua
composicao. O fragmento com/z 199 (,,H1;N,0) indica que o0 oxigénio extra nao foi
adicionado ao nitrogénio ligado ao enxofre. O fragta comm/z de 187 ¢;;H1:N,0),
associado ao seu valor de RDBE (valor de 8) e odpade fragmentacdo observado para os
outros TPs, indica que o oxigénio adicional estalleado na forma de hidroxila no anel
aromatico. Porém, a posicéo preferencial dessegramnel ndo foi possivel determinar.

Os analisadores Q-TOF permitem a discriminacdo @®postos com pequenas
diferencas de massa. Os erros sdo na ordem de Hypié menores. Esse € o caso do TP5
(Co2H30N307S) e TP7-TP8 (£H27/N306FS). Os trés compostos possuem a mesma massa
nominal de 480,1 daltons, mas diferentes massamsxa consequentemente, diferentes
composicoes elementares.

No caso especifico dos compostos com tempo decéeiade 15,2 e de 16,6 minutos,
0os dados das analises mostram que se tratam désdimisros: o TP7 (GH27/N306FS, m/z
480.1605, Figura 41-A) e TP8£El,7N30sFS,m/z480.1601, Figura 41-B). Ambos possuem
cinco fragmentos idénticos conforme o espectro MS/h/z 462, 420, 418, 402 e 241).
Porém, oito fragmentos sdo exclusivos e caradtar$spara o TP8n{/z392, 376, 314, 298,
270, 201, 177, e 149). Observa-se no TP7 o aunuentona unidade de RDBE em relacéo a
RST, o que, associado ao espectro de fragmenta&ab$) indica a formacado de um anel

adicional.
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Figura 41 — Espectro MS/MS dos isémeros TP7 e TPS8.

O TP8 apresenta um valor de RDBE de 11, indicandaumento do grau de
instauracdo em uma unidade. Um dos picos maissosed aquele comn/z 270,1405 Da
corresponde ao mesmo fragmento encontrado na mtativa também como um dos mais
intensos. Os outros dois picos mais intensos (448, 298,1356 daltons) indicam que
ocorreu uma oxidagdo no carbono 3 (vide numeragdQuhdro 22), o que deu origem a

carbonila.

4.3.7 Produtos de Transformacgéo TP9 e TP10

O produto de transformacdo com tempo de retencab7deé minutos possui uma
massa experimental de 350,0975 Da que correspandenaposto ¢H17N3OsFS, indicando
a perda de seis carbonos e trés oxigénios em oedaB&ST. Contudo, o valor de RDBE igual
a 10 permaneceu inalterado, o que indica a formdeaam anel que ndo estava presente no

composto original. A Figura 42 apresenta a estautior TP9 e o seu espectro MS/MS
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Figura 42 — Estruturo do TP9 e seu espectro MS/MS.

O pico MS/MS mais intenso (272,1199 Da)
mostrando que essa regido da molécula ndo softerages. Em relacéo
terceiro oxigénio, os fragmentos de massa 243, 230,e 215 indicam que ele ndo esta

refere-speeda do grupo Ci$0,,
a posicado do

ligado ao nitrogénio ligado ao enxofre. lons com®16 e 151 indicam que o oxigénio esta

ligado a um dos anéis na forma de uma hidroxila.
Em relacdo ao TP10, o valor de MS igual a 352.1Da6indicam que 0 mMesmo

corresponde ao compostog1dN3OsFS. A Figura 43 apresenta o espectro MS/MS do

composto e o seu espectro de fragmentacao.
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Figura 43 — Espectro MS/MS do TP10.

O valor de RDBE igual a nove indica que os anéianfopreservados. A perda de
carbonos e oxigénios em relagcdo ao composto ofrigmlaca uma diminuicdo da cadeia
alifatica da molécula. O fragmento camiz274,1354 (@H1/N3OF) refere-se a perda neutra
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do CHSGO,, indicando que essa regido da molécula ndo éd#éelFragmentos com sinais
bem baixos sédo encontrados ao se ampliar 0 especiegido den/z189,0462 e 176,0503,
indicando que o oxigénio esté ligado ao anel aromat forma de uma hidroxila.

Para determinar qual a posicdo do anel aromatioo aanaior probabilidade de se
encontrar a hidroxila foram realizados calcudbsinitio. As quatro possiveis posi¢coes para a
hidroxila foram avaliadas. Os resultados indicatpra as duas posicdes equivalentes, C2” e
C6” (vide numeracdao no Quadro 22), conduzem a tesasl mais estaveis. A energia da
molécula com a hidroxila na posicdo C6” é 32,5 k) 'nmenor do que na posicdo C3". O
Quadro 26 apresenta as estruturas otimizadas phidraxila em diferentes posicdes e o0s

valores de energia para cada uma delas.
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Quadro 26 — Parametros computacionais obtidosgaril0.

Posicao da Hidroxila
no TP10

Estrutura da Molécula

Posicdo C3”

Massa do fon e
Férmula Molecular

Energia (Eh e kJ mol
1), respectivamente

Posicdo C5”

Posicédo C6”

Posicdo C2”

352.1136 -1508,7627
C16H1dN303FS -3961256,8
352,1136 -1508,7631
Ci6H10N3O3FS -3961257,8
352,1136 -1508,7751
C16H19N3O3FS -3961289,3
352,1136 -1508,7680
C16H19N303FS -3961270,7
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E importante salientar que inimeros outros proddéosansformacao minoritarios da

rosuvastatina foram encontrados haja vista a gremaiplexidade da molécula.

4.3.8 Avaliacao Cinética da Degradacéao da Rosuvastea

A partir da area dos picos, integrados segundassanexata, foi determinada a variagdo
da concentracdo da RST e dos TPs. Os dados s&emackos na Figura 44 e Figura 45.
Observou-se que 94 % da rosuvastativa sofreu dagiadnos primeiros 15 minutos da
fotocatalise. Um experimento de controle para avaliprocesso sem a presenca do ZnO foi
realizado, mantendo os demais parametros inalteradaegradacéo foi de 30,6% apds 60

minutos de fotocatalise na auséncia de ZnO.
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Figura 44 — Degradacdo da RST por fotocatalise Zo@ (concentracdo de RST
determinada por LC-QTOF-MS, k = 0.2159 hity,,= 3.21 min, r= 0.9955).

Apesar da quantidade reduzida de pontos na cwegando a Figura 44, a fotocatalise
da RST pelo ZnO parece seguir uma cinética de psetcheira ordem, como € comum de se
acontecer na fotocatalise heterogénea quando a@miacao inicial do substrato € baixa o
suficiente para que ndo ocorra a saturacdo doiszatal. E importante destacar que os

produtos de transformacao também poderiam comgetira superficie do ZnO a medida que
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sdo formados, mas a concentracdo experimental rgo lola reacdo foi menor que a
concentracéo inicial da RST, o que garante a candie néo saturacdo do catalisador.

A Figura 44 mostra que a RST sofre uma répida égoatiacdo, sendo quase
totalmente degrada ap6s 30 min. A constante deidalde de degradacao (k) e o tempo de
meia-vida (t;)) foram 0,2159S e 3,21 min, respectivamente. O coeficiente deetaéo (r)
foi 0,9955, o que confirma a adequacédo do modelpsdado-primeira ordem para descrever
a cinética de degradacdo da RST. Este comportarastéae acordo com um estudo anterior
no que diz respeito a degradacgdo fotocataliticREE em solugdes aquosas contendo ZnO
em suspensdo, em que a concentracdo de RST fosaatzalatravés da técnica de
espectrofotometria de absorcdo molectifirNesse estudo, a avaliacdo cinética mostrou um
comportamento de pseudo-primeira ordem pra a dagéaddo RST, o que confirma os
resultados obtidos por meio da técnica de LC-MS-RE@pregada no presente trabalho. A
Figura 45 mostra o perfil cinético dos produtogrdasformacdo da rosuvastatina durante o

processo de fotocatalise com ZnO, obtido atravésdalises por LC-MS-QTOF.
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Figura 45 — Concentragdo dos TPS durante o prodesxocatalise por ZnO.

Nove dos dez TPs identificados alcancam uma coragEd maxima em
aproximadamente 5 minutos de fotocatalise. ApdGsnadoria deles tem a concentracéo

diminuida drasticamente ap6s 30 minutos, exceta pafP1l, que permanece com a sua
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concentracdo praticamente constante até 260 minp@®s depois ser degradado
completamente até o tempo de aproximadamente 300tesi Esse comportamento é um
indicativo que outros produtos de transformacao sfie formados ao longo do processo
acabam por gerar o TP1, o que explica a sua parsiat A degradagcéo da RST comeca com
o ataque eletrofilico do radical hidroxila, favaeado o surgimento de varios compostos
hidroxilados. Estes compostos em seguida sofrenondgasicdo através de sucessivas
reacoes.

Em estudos anteriores cabn magna'™ avaliou-se a toxicidade aguda da RST em
solucdo aquosa e de efluentes gerados pela fdiseatdm ZnO. Os resultados obtidos
mostram que os TPs formados pela fotocatalise sa® tdxicos que a RST em si. Como o
TP1 é o mais persistente, ele poderia ser o redpehpelo aumento da toxicidade do
sistema, pois os demais TPs sdo degradados logoagmdmeira hora de fotocatalise. Além
disso, conforme foi citado anteriormente, estudegakicidadein silico mostraram que a
rosuvastatina e os seus subprodutos da degradaggmtencialmente carcinogénicos devido

a presenca de derivados de pirimidina.

4.4 ldentificacdo dos Produtos Transformacéo do Siametoxazol
O sulfametoxazol (SMX) foi submetido ao processdod@ise, conforme descrito em
3.2, para posterior analise por LC-Q-TOF-MS. A Figd6 apresenta os espectros MS e

MS/MS do sulfametoxazol.
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Figura 46 — Espectro MS (quadro superior) e MS/&6dro inferior) do sulfametoxazol,
em solucdo aquosa na concentracdo de 10'ng L

O espectro MS experimental (presente no quadrorisumi Figura 46) € similar ao
espectro tedrico apresentado na Figura 14. A fratag@o CID apresentada no quadro
inferior da Figura 46 foi obtido com uma energiacdésao de 35 eV. Essa valor de energia
foi escolhido por gerar um espectro com uma relagiuada entre a intensidade do ion
pseudo-molecularnf/z 254,0608) e os picos mais intensas/Z 108,0453 e 156,0114).
Quando comparamos o0 espectro MS/MS da rosuvastatma o do sulfametoxazol,
observamos que o primeiro possui mais picos denfeatacdo do que o segundo. ISso ocorre
haja vista que a molécula da RST é muito mais cexapiio que a do SMX, o que possibilita
a formacéo de uma variedade muito maior de ioricagenentacao por CID.

Foram identificados 10 principais produtos de fti@msacdo na fotdlise do
sulfametoxazol. A Figura 47 apresenta trés crommatogs sobrepostos, referentes a amostra
que nao sofreu fotdlise; a amostra apos 30 mirdeo®tolise e & amostra apds 240 minutos
de fotolise. O Quadro 27 apresenta as formuladrdgsnentos CID, valores de massa exata
dos ions, erros experimentais de massa e valorBOBE, tanto para o SMX quanto para o

0s seus produtos de transformacao gerados atrafégitise direta.
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Figura 47 — Cromatogramas sobrepostos das amadtrasulfametoxazol submetidas a
fotélise em tempo zero, 30 minutos e 240 minutos.

Podemos observar que apos 30 minutos de fotélismeentracdo do sulfametoxazol
(pico com & de 18,5 min) diminui consideravelmente. No temgienente a 240 minutos de

fotdlise esse pico praticamente desapareceu.
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transformacao gerados por fotdl

‘ . Formula (ion Massa Massa Erro
Estrutur: tr (Min) [M+H]* Experimenta Calculad: (ppm) RDBE
SMX 18,5 Ci1oH12N305S 254,060: 254,059 3,1 7,0
\ N CioH1cN3O 188,082 188,082 4,6 8,0
5 N\ o CoH1oN3 160,086! 160086¢ -0,6 7,0
\\O _ CsHsNO,S 156,011 156,011 0,0 5,0
CgHoN3 147,078. 147,079 -6,1 6,5
HoN CsHgNO 108,0453 108,044 8,3 5,0
TP1 | 29 C4HgN,0O5 133,0601 133,060: -1,5 2,0
2 OH C4H:N,O, 115,050! 115,050: 2,6 3,0
/ OH
/ o-N, oN,
H3CMNH2 Hsc/@NHz
TPz | 30 CeHgNO3S 174,021 174,021 0,0 4
o]
HaN g—OH
g
TP: | 3,0 CsHsNO,S 190,015 190,016! -5,0 4,0
Proposta 1 (mais provave CsHsNOsS 172,007. 172,006. 5,2 5,0
OH CeHeNO; 124,039 124,039: 0,8 5
0 CsHiNO, 122,024 122,023 5,7 6
HN E_OH CsH/NO 109,053I 109,052: 12,8 4,5
Il
O
Proposta :
o CsHsNO 108,045! 108,044. 10,2 5,0

Quadro 27 -bados de massa exata determin mediante analise do sulfametox: por LC-QTOF-MS/MS e seus pr@veis produtos d
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TP4 3,0 C7HicN3O5S 216,0428 216,0437 -4,2 5,0
Proposta 1: C/H:N,05S 199,0165 199,0172 -3,5 6,0
OH CeHsNOsS 174,0198 174,0219 -12,1] 4,0
o CHoN3 135,0793 135,0791 1,5 5,5
N g CiHeNa 118,0524 118,0526 -1,7 6,5
2 v —ﬁ—\N CeHsO2 109,0282 109,0284 -1,8 5
0
Proposta 2
I
NH24®78—NH
I t=0
o v
H,N
TP5 4,2 CHicN3O,S 232,0376 232,0387 -4,7 5,0
Proposta 1 C/H:N,0,S 215,0112 215,0121 -4,1 6,0
20H C/HgN30sS 214,0297 214,0281 75 6,0
L o CeHeNO4S 190,0161 190,0169 -4,2 4,0
7 g C/HgNz0, 166,0606 166,0611 -3,0 6
HoN —“—3—\ C/HsN,0, 149,0331 149,0346 -10,1 7,0
0 H CeHsNO; 124,0397 124,0393 3,2 5,0
CeH7NO 109,0532 109,0522 9,2 4,5
Proposta 2
OH
I
NH; ﬁ—N{{ CeHeNO 108,0442 108,0444 -1,9 5,0
O =0
H,N
TP6 7,3 CeHeNO,S 156,0112 156,0114 -1,3 5
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HoN

. _0O CsHeNO 108,04500 108,0444 5,6 5
S/
Il
@)
TP7 74 C/H1cNz0sS 216,0427 216,0437 -4,6 5,0
OH CeHeNO,S 156,01170 156,0114 1,9 5,0
0 !
B M
_ - CsHeNO 108,04500 108,0444 5,6 5,0
Estrutura n&als provavel:
HoN g—N
’ I H \-—oH
8]
TP8 9,1 CicH1:N30,S 270,0532 270,05430 | -41 7
CeHeNOsS 172,0060 172,0063 -1,7 5
on SN N CeHNO, 124,0392 124,0393 -0,8 5
/\\\\/ 7N
/@ ° - CsHsNO 108,0444 108,0444 0,0 5
H,N
TP9 10,3 CicH1N305S 254,0595 254,0594 0,4 7
(ﬁ CeHeNO,S 156,0109 156,0114 -3,2 5
NHZOﬁ_NH CeHsNOS 140,0156 140,0165| 6,4 5
[ -
07) CsHsNO 108,04510 108,0444 6,5 5
H;C
TP10 16,8 CicH12N350,S 270,0527 270,05430 0,7 7
CeHeNO3S 172,0035 172,0063 | -16,3 5
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GOH

CgHsNO, 124,0396 124,03930 2,4 5
CeH/NO 109,0516 109,05222 -5,5 4,5
CeHgNO 108,04480 108,0444 3,7 5
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Em relacdo ao TP1, o valor de massa exata indieaogoomposto em questao se
refere ao do ¢HoN,O3. O fragmento conm/z 115 Da (GH;N,O,) corresponde a uma perda
neutra de agua. Essa perda ocorre com o aument@ldo de RDBE em uma unidade,
conforme o esperado para a eliminagdo de uma nmaldeuagua. Apesar do TP1 ser citado
no Quadro 27, ndo € possivel determinar a estrudoracomposto, pois os dados de
fragmentacdo ndo sao suficientes para tal. Calsalt@sque O TP1 possui RDBE igual a
dois, 0 que implica que a estrutura correta pacaroposto ou ndo contém o anel ou nao
possui as duas ligacdes duplas presentes na estputyposta para o TP1.

O composto apresentado como TP2 possui massaeRIMBE que indicam que se
trata do GHsNOsS, sendo a sua estrutura proposta no Quadro 270 @arontagem de ions
foi muito baixa, os picos de fragmentacao ficaraim sinal equivalente ao do ruido, o que
impossibilitou a confirmacédo da estrutura da mdbicapesar dela ser proposta em trés
diferentes publicacdes: 38 (Trovo A. &.al) , 39 (Bonvin, Fet al) e 40 (Trové A. Get al).

Os dados de massa exata indicam que o ion quaeligmpo de 3 minutos e que
apresentam/z 190,0159 Da, possui a férmula moleculagHENO,S. Duas propostas de
estruturas constam no Quadro 27 para o TP3. O patFdfragmentacdo MS/MS para o
composto ndo permite chegar a uma conclusdo dediniara a estrutura. Porém, o0s
fragmentos CID encontrados para esse ion sao miésrelaqueles informados por Trovo A.
G. et al®® que apresenta a estrutura da proposta 2 no Qadromo um TP da fotdlise do
SMX. Além disso, calculosb initio (vide Quadro 28) foram realizados para avaliar a
estabilidade dos compostos em face da substituiedom hidrogénio do anel aromatico por
uma hidroxila. Os resultados indicam que quandoidnokila esta localizada no anel
aromatico do SMX, temos uma estrutura muito ma#&vesdo que aquela em que a hidroxila
esta ligada diretamente a esse grupo amino. Assipgssivel inferir que a hidroxila esta
localizada no anel aromatico, apesar do padracatgnentacdo ndo apresentar picos que
permitam uma concluséo definitiva em relacéo a ggsatao.

O valor dem/zencontrado para o TP4@®,0 min) foi de 216,0428 Da. Para o TRy (t
7,4min), foi de 216,0427 Da. A andlise dos resolsamhdicou que ambos os ions [M+H]
possuem a formulaA;0N30sS. Os diferentes tempos de retencdo e os diferesfesctros
MS/MS, conforme apresentado nas Figuras 18 e 4ficam que se trata de compostos

diferentes.
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Figura 48 — Espectro de massas em modo MS/MS dpastmTP4 com as duas propostas de
estrutura e de padrao de fragmentacao.
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Figura 49 — Espectro de massas em MS/MS do TP7.

Conforme pode ser visto na Figura 48, o TP4 degearia um pico intenso referente a
perda de amdnia com/zde 199 Da. E interessante notar que essa perdest@ievidenciada

no espectro MS/MS do sulfametoxazol, o que indice @ perda nao tem origem no
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nitrogénio ligado ao anel aromatico. Além dissqesda provoca o aumento do valor de
RDBE em uma unidade, o que indica a formacé&o daures;ao adicional. Esse pico pode ser
explicado tanto através da proposta 1 quanto daopta 2 presentes na Figura 48, o que torna
inconclusiva a estrutura do TP4. O pico cmitz 174 Da (GHsNO3S) € originado a partir do
composto conm/z216 Da (ion pai) a partir de uma perda del3e vem acompanhado de
uma reducédo no valor de RDBE em uma unidade. Aepgss desse pico também nédo é
suficiente para definir qual a proposta € a maisgorel. Os picos corm/z135 e 118 Da néo
contribuem para a elucidacao da estrutura, poisoséwdos a partir de um rearranjo durante
0 processo de fragmentacdo CID, porém ndo posskg@nio em sua estrutura. A presenca
do pico conm/z109,0282 Da favorece a proposta 1, pois indica hich@xila provavelmente
ligada ao anel aromatico. Esse pico correspondéoao[CsHsO,]", porém a sua baixa
intensidade associada a auséncia de outros pieoswvidenciem a estrutura correta, dificulta
conclusdo em relagéo a proposta 1 e a proposteadpP4.

Em relacdo ao TP7 (tR 7,M/2216,0427 Da - €H,0N303S) 0 seu espectro MS/MS
apresenta apenas dois fragmentogz (156 e 108). Esses picos também sdo os dois mais
intensos do SMX. O fato do composto ndo apres@atiata de amonia neutra (pico MS/MS
mais intenso para o seu isébmero TP4) é um indiegaghidroxila esté ligada ao nitrogénio
no final da cadeia, no entanto os resultados s@matusivos pela falta de informacdes mais
robustas.

O composto com tempo de retencao de 4,2 minuto& de 232,0387 corresponde ao
C7/H10N30,4S, identificado como TP5. Esse composto trata-sER#bhidroxilado. O composto
apresenta em seu espectro MS/MS uma perda neundleia e perda neutra de agua. O
pico correspondente an/zde 190,0161 Da @E1sNO4S) equivale ao TP3. O fragmento com
m/z 124,0393 Da corresponde ao ion com formukHf8IO,]*. A presenca desse fragmento
indica que um dos oxigénios esta ligado ao anehatico na forma de uma hidroxila.

O composto proposto como TP6 no Quadro 27 é tanditéco por Trovo A. Get al ®®. O
seu tempo de retencdo foi de 7,3 minutos e suaamessontrada foi 156,0112 Da,
correspondente acsEBsNO,S. O seu espectro MS/MS apesenta como pico da petdea de
SO.

Encontrou-se um produto de transformacdo (TP9) aomesma massa do SMX:
254,0595 Da, mas com um tempo de retencéo diferEntguanto o SMX possut de 18,5
minutos, o 4 do TP9 é de 10,3 minutos. O TP9 ja foi apresen&modois trabalhos

anteriore§” *® Ele é oriundo de um rearranjo devido a abertoramtl de cinco membros
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seguido de uma nova ciclizacdo. Da mesma formaog8&1X, os picos mais intensos do
espectro MS/MS séo os correspondentedzale 156 e 108 daltons.

O TP8 e 0 TP10 sao dois compostos isbmeros quegras®rmula molecular H
12N3O4sS e massa de 270,0543 Da, com tempos de retencd®lde 16,8 minutos,
respectivamente. Os compostos sdo originados & p@rthidroxilacgdo da molécula do
sulfametoxazol. A Unica diferenca significativarenbs espectros MS/MS do TP8 e TP10 é
qgue o espectro do TP10 apresenta dois picos igntnietensos na regido proxima @z
110 Da: um referente an/z109,0516 Da (que corresponde ao iogHBIO]") e outro aon/z
108,0444 Da (que corresponde ao iogHgBIO]") . O TP8, por sua vez, apresenta apenas o0
pico referente am/z108,0444 Da. O fragmento com'zde 109 Da corresponde a um ion
com RDBE igual a 4,5, o que dificulta a determimada sua estrutura por ser uma espécie
radicalar com um elétron desemparelhado. E intenéssobservar que os picos 172 e 124 e
108 Da no espectro MS/MS se referem a compostosgesentam apenas seis hidrogénios
na sua composicdo. O pico referente mtz 109 Da se refere ao composto com sete
hidrogénios. Isso indica que ele ndo pode teriggnado a partir do fragmento com/z 172
ou 124 Da (muito menos do 108 Da). Logo, pode-sesiderar que ele seja derivado
diretamente do iom/zde 270 Da (ion pai). Dessa forma, temos um boicatido de que a
posicdo da hidroxila no TP10 é responsavel porréoar a ruptura da ligacéo entre o carbono
aromatico e o enxofre, de forma gerar o pico cpordente aan/z 109 Da, porém sao
necessarios estudos adicionais para se estabelenemrmecanismo que explique as
observacoes. Vale salientar que para o sulfametbrdp se obsrva o pico correspondente ao
m/z109 Da, embora apresente o que correspond@zae 108 Da. Os TPs cuja hidroxilacdo
nao ocorre na regido do anel aromatico também m&sentam o pico/z109 Da. Apenas 0s
TPs com estruturas propostas para hidroxilagcdoeg&a do anel aromatico homogéneo
possuem o pico referente awz 109 Da. Esse fato reforca a hipétese de que axii@ma
posicdo adequada tem um papel fundamental paraag¢éo desse fragmento.

A posicao aproximada da hidroxila no TP8 e TP1(pfmsivel pela presenca de trés
oxigénios no fragmento MS/MS com/z 172 Da, o ion [gHsNOsS]", que corresponde a
perda de ¢HeN,O. Para a formacao desse ion, ocorre a ruptuligalgib entre o enxofre e o
nitrogénio. O fragmento corm/z 124 Da, que corresponde ao ionHENO,]*, também
evidencia que a hidroxila foi adicionada ou no arematico ou no nitrogénio ligado a esse

anel, pois ele possui dois oxigénios em sua corp@osi
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Como ja foi citado anteriormente, as reacdes daise ndo sdo seletivas. Foram
encontrados seis diferentes compostos oatn270,0543 Da, conforme pode ser visto na

Figura 50, que apresenta o cromatograma de extdagém conm/z270,0543 + 0,0005 Da.
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Figura 50 — Cromatograma do ion extraido eofn270,0543 + 0,0005 Da.

Apenas 0s compostos com tempo de retencdo 9,1 owir(iiP8) e 16,8 minutos
(TP10) apresentaram uma intensidade suficiente gralise do padrédo de fragmentacdo. Os

demais ndo foram considerados, pois a intensidade picos foi inferior ao minimo

necessario para realizar uma analise sistemateandemos.

Como ferramenta auxiliar para a determinacao dastesas mais provaveis dos TPs

do sulfametoxazol, foram realizados calculos comngahais a fim de verificar a posicéo
mais provavel em que ocorre a substituicio do g&hm pela hidroxila. O Quadro 28

apresenta as conformacdes obtidas a partir delegikl initio e as respectivas energias em

Hartree e kJ mal

Quadro 28 — Energias das estruturas do sulfameibRaidroxilado em diferentes posicoes.

Posicéo da Hidroxila

Massa do ion
(daltons) e

Férmula do ion

Energia da
conformacao

mais estavel (Eh

. e kJ mol,
[M + H] .
respectivamente
-1251,1192
_ o . 270,0543
Hidroxila ligada ao NH do anel benzénico
C10H12N304S
-3284813,71
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Posicéacorto ao NI

270,054.
C10H12N304S

-1251,178

-3284969,4
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Posicao - metc ao NH

-1251,188
270,054.
C10H12N304S -3284996,4

Os dados obtidos a partir de calcuab initic mostram que a hidroxilna posicéc
metaao grupo Nk, no anel aromaticforma um composto com uma energia 182,73 k.*
menor do que aquela quando a hidroxila esta ligg@éamente ao nitrogénio ligado ao a
benzénico. Para a hidroxila na posimet: ao NH, a energia é 204 kJ ma™* menor do qu
na posicaoorto a esse substituinte. Conforme pode ser visto nauturas otimizada
propostasno Quadro28, quando a hidroxila esta localizada na posmete em relacéo a
NH,, o hidrogénio da hidroxila pode interagir com cogigénios ligados ao enxofr
estabilizando a molécula. Assim, embora seja pelvde exista uma mistura de compos
pelosresultados docélculos tedricos se concluiria quecomposto majoritario tenria a ser
aquele com a hidroxila na posicmetaemrelacdo ao N,. Porém,quando se considera
mecanismo de reacgdo radicalar, a posorto em relagdo ao grupo I, € em principic
favorecidi para aentrada da hidroxila, tendo em vista a maior dext@de carga oriunda c
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estruturas de ressonancia do anel aromatico. Edeeldvanta duvidas em relacdo aos
resultadosn silico obtidos para essa simulacéo.

Da mesma forma que ocorreu com a RST, inUmero®oytotencias produtos de
transformacao/degradacdo minoritarios do SMX fordetectados, porém ndo foram
considerados devido as suas baixas intensidadegyepagam espectros MS/MS sem as

condicBes minimas de interpretacao.

4.5 ldentificacdo dos Produtos Transformacéo do Cipfloxacino

O antibiotico ciprofloxacino (CFX) foi submetidor@éacéo de fotolise conforme descrito
em 3.2 para posterior analise por LC-QTOF-MS. AuFagb1 apresenta o cromatograma do
ciprofloxacino. O tempo de retencéo obtido foi @44 minutos nas condicdes definidas no

capitulo 3. Os espectros experimentais MS e MS/MESHEX sdo apresentados na Figura 52.
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Figura 51 — Cromatograma do ciprofloxacino na cotregdo de 10 mg't
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Figura 52 — Espectro MS do CFX (A) - espectro MS/MSCFX (B) — espectro MS/MS
ampliado na regido da/z100 a 230 Da (C).

A Figura 52-A, apresenta o espectro em MS do digxatino protonado. O pico com
m/zde 333,1434 é resultante da distribuicdo isotopataral e se refere a molécula do CFX

com um atomo de carbono 13 em sua composicdo. Em “B” temos o espectro MS/MS
com a sugestao dos principais fragmentos. Em “@smectro em MS/MS foi ampliando na

regido dan/zentre 100 e 230 Da para facilitar a visualizagé®mcos.

ciprofloxacino,
cromatogramas sobrepostos de duas amostras démipoino, uma sem ser submetida ao

Dentre os diversos produtos de transformacédo gaenf@ncontrados na fotolise do

quinze tiveram estruturas sugeridas Figura 53 apresenta dois

processo de fotdlise (t=0) e otura, submetidadigat por 240 minutos.
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O Quadro 29 apresenta as formulas dos fragmenfsv@lores de massa exata dos
ions, erros experimentais de massa e valores deERBMo para o CFX quanto para o 0s

seus produtos de transformacao gerados atravésitiad direta.

5e6 CFX

4e6

3eb6

Intensidade

2e6

1e6 l
L

0e0

5 6 7 8 9 10 ® 12
Tempo (min)

Figura 53 — Cromatogramas sobrepostos das mostreiprdfloxacino nos tempos de fotdlise
igual a zero e 240 minutos.

Podemos observar que apos 240 minutos de fotéiseaado pico referente ao CFX
(12,4 min) ainda aparece bastante intenso, o qu®stea uma consideravel resisténcia da

substancia a esse processo de degradacéo.
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Quadro 29 — Massa exata determinada por LC-QTORVI8S$ara o ciprofloxacino (CFX) e para seus provapeodutos de transformacao
gerados por fotélise, juntamente com as fragmeetaigentificadas.

Estrutura 5 (min) Formula (fon) Massa Massa Erro RDBE
[M+H]+ Experimental Calculada (ppm)
CFX 12,4 C17H10NzO5F 332,1407 332,1405 0,6 10
Cy7H17NzO.F 314,1307 314,1299 2,5 11
C1eH1NOF 288,1506 288,1507 -0,3 9,0
CieH1aNzO 268,1452 268,1444 3,0 10
C1aH1uN,OF 245,1084 245,1085 -0,4 9,0
HN/\‘ V CrHaN,O.F 231,0567 231,0564 1,3 10
K/N M C1H1N,OF 205,0765 205,0772 -3,4 8
| o C11HoN,OF 204,0688 204,0693 -2,5 8,5
F C1:HsN,OF 203,0610 203,06152 -2,5 9
O O C10HeNOF 189,0453 189,0459 -3,0 9
CroHsNoF 175,0663 175,0666 -1,7 8,0
CoH-NF 148,0571 148,0557 9,5 7,0
CgH-NF 136,0564 136,0557 5,1 6,0
TP1 4.6 C17H20N506 362,1347 362,1347 0,0 10
C17H1N3Os 344,1245 344,1241 1,2 11
CiH1eN:Os 326,1140 326,1135 1,4 12
CaeH1eNsOs 300,1368 300,1343 8,6 10
CaeH1eNsOs 298,1188 298,1188 0,7 11
CoH1NOs 276,0517 276,0503 5,1 10

142



3 0H C1aHaNO: 258,0393 258,0397 | -6 11

N /\H‘“x V CoHuN,Os 255,0772 2550764 | 3,1 11

CotuN,0 231,0758 2310764 | 2,6 9

k/”“\ " CHaNO; 214,0496 2140499 |  -1.4 10
O;J\ oH C.oH,NO, 199,9967 199,9978 | 55| 110

” \[r CuHioNO, 188,0706 188,0706 0,0 8,0

0 CacHiNO 160,0753 160,0757 | 2,5 7.0

TP2 5,8 CoH1NO; 166,0855 | 166,0863 | -4,8 5

H CgH,0 131,0468 131,0491| -17,6 7,0

! CoHiN 120,0813 120,0808 4,2 5,0
@O/ o CeHaN 118,0635 118,0651 | -136] 6,0
C.H,0 107,0467 107,0491 | -224] 50

I CaH, 103,0549 103,0542 6.8 6.0

TP3 96 | CuHaN:O 330,1453 | 330,1448 | 15 10

CaHigN;Os 312,1349 312,1343 1,9 11,0

CacHaN:Os 286,1549 286,1550 | 0,3 9,0

HN/\ o CacHiaN:O, 284,1390 284,1394 |  -1.4 10
k/Nx SN CatHiN,05 269,0920 260,0021| 04| 110
[\ CotiN,05 243,1124 2431128  -16 9,0
” T CoHoN,Os 229,0608 229,0608 0,0 10,0

© CoHiN,0,5 217,0969 217,0972 | -1 8,0

Mais provavel: CiHoN,O, 201,0660 201,0659 05 9,0
CHNO, 187,0500 187,050 11 9,0
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V CHaNO 170,0617 170,0600 | 10,0 9
HH
S
N [ C.HoNO, 160,0428 1600303 | 218 8,0
o 8]
TP4 102 | CisHieN:Os 288,1348 2881343 | L7 9,0
CoHiNLO, 270,1256 270,1237 7.0 10
CisH1N,0; 253,0965 253,0972 | 28 11
o O C.HLN,O, 227,0812 227,0815 1,3 10
OH CoHN,O, 211,0494 211,0502 | 38 11
\ N | CHNO, 201,0627 201,0659 |  -15,9 9
NH, H A CaHN,O, 199,0509 199,0502 35 10
CoHN, 144,0691 144,0682 6,2 75
CHN, 143,0622 1430604 | 12,6 8
TP5 112 | CiHiNOF 306,1249 306,1249 | 00 9
I CoHiNOF 288,1145 288,1143 | 0,7 10
. CoHoNLO, 268,1081 268,1081 | 00 11
[ o CorhgNaOoF 2450718 | 2450721 | -1,2 10
(\y N CoHNO, 227,0680 2270689 | -40 | 105
NH, A CaHN,O.F 217,0409 217,0408 | 05 10
C.HN,OF 190,0535 190,0537 | -1.1 8,5
TP6 118 | CoHuN:O 346,1405 346,1398 | 2.0 10
CoH1N:Os 328,1306 328,1292 43 11
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- CieH1sN5Os 300,1346 300,1343 1,0 10
HN/\‘ N CoH1N:Os 287,0893 287,0901 -2,8 10,5
\\/NM SN CuaHiNOs 272,0664 272,0666 -0,7 11
Oi“jt o CuaH1N,Os 259,0716 259,0713 1,0 10
\( CoH1sN,Os 257,0919 257,0921 -0,8 10
0 CoHNOx 245,0558 245,0557 0,4 10

CuHN,Os 203,0440 203,0451 5,4 9
CoHeN,Os 190,0371 190,0373 11 8,5

CLHBENO3 188,0339 188,0342 -1,6 9

TP7 119 | CigHigNsOF 320,1411 320,1405 1,9 9
CoeHiNOLF 302,1306 302,1299 2,3 10
hH, V CieH16NzO; 282,1237 282,1237 0,0 11
b N C1sH1eNsOF 276,1519 276,1507 4,3 8,0
C1cHN-OF 274,1364 274,1350 5,1 9

| OH CucHiNO 256,1441 256,1444 1,2 9

I CoHuNOAF 252,0781 252,0779 0,8 8

CraH.N,OF 233,1092 233,1085 3 8
o CuoHaN,OF 231,0567 231,0564 1,3 10

HN V CiH1NLOF 219,0929 219,0928 0,5 8
y N CHioN,OF 205,0766 205,0772 2,9 8

| o CuHiNOs 204,0668 204,0655 6,4 8

F CuoHN,OF 191,0621 191,0621 3.1 8

o CLHoNOF 190,0668 190,0663 2,6 8
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CoHaNLF 163,0663 163,0666 -1,8 7
CoH;NF 148,0548 148,0557 -6,1 7

TP8 12,8 C1H1oNzO4F 348,1349 348,1354 -1,4 10
Ci7H17NzO5F 330,1251 330,1249 0,6 11

C1eH1eN:O-F 304,1462 304,1456 4 9

CisH12N,05F 287,0832 287,0827 1,7 11

CrH1N,O.F 261,1049 261,1034 57 9

C1,HsN,O3F 247,0517 247,0514 0,2 10

C1oH1N,OF 235,0884 235,0877 3,0 8

C1oHsN,O,F 205,0394 205,0408 -6,8 9

C1oH4NOSF 205,0176 205,0170 2,9 9,5

CoHgN,O.F 193,0403 193,0408 -2,6 8

TP9 15,3 CreH15N30, 316,1301 316,1292 2,8 10
CaeH1eN:Os 298,1187 298,1186 0,3 11
& CuaH1N,O, 227,0816 227,0815 0.4 10
ﬁ(\” Y CiHN,O, 211,0503 211,0502 05 11
Ni%oﬂ C1H/N,O, 199,0502 199,0502 0,0 10

o
ou
/@\)}T\LOH CoHoN, 143,0614 143,0604 4,0 8,0
o | ) |
HN A
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ou
0 0
0=y N

wJ A

TP10 16,5 CyaH13N,03 245.0915 245,0921 2,4 9,0
CisHuN,O, 227,0819 227,0815 1,8 10
C1oH/N,O, 187,0484 187,0502 -9,6 9
o C1oHeN,O, 186,0413 186,0424 -5,9 9,5
| Ci1oHsN,O, 185,0355 185,0346 4,9 10

H,N
? A CiHNO, 170,0238 170,0237 0,6 10
CioHuN, 159,0930 159,0917 8,2 7
CoHeN, 130,0539 130,0526 10 7,5
TP11 16,6 Carl1oN-04F 348,1357 348,1354 0,9 10
CiH1NOsF 330,1251 330,1249 0,6 11
?H CiH1eNOF 312,1169 312,1143 8,3 12
HN/\ / V CaeH1NOF 302,1327 302,1299 9,3 10
k/“ ! CysH1N,OF 289,0976 289,0983 2,4 10
o CyeH1eNOF 287,1436 287,1428 2.8 9,5
F ” 7( CoH1N:O.F 272,0816 272,0830 -5, 11

0] o}

C1H1N,OF 245,1087 245,1085 0,8 9
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TP12 17,1 Ci16H17N304F 334,1197 334,1198 -0,3 10,0
CH, OH CieH1=N5O5F 316,1099 316,1092 2,2 11
on| Y CotiaNaOoF 245,0759 2450721 | 155 10
N N
F
ﬁ s CoHN.OF 230,0506 230,0486 8,7 10,5
PN CoHMN.OF 229,0423 229,0408 6,5 11
(o] 0
ou
o o
F
OH
ees
(/ HN N
ISAE
C11HN,O.F 217,0407 217,0408 -0,5 10
ou
o o
07’\“ N
HZN\_) A
TP13 17,7 C14H11N3O3F 288,0774 288,0779 -1,7 11
(\N / CoHoNOF 270,0678 270,0673 1,9 12
I CoHuNOF 244,0921 2440881 | 16,4 10
‘ CriHsN=O,F 230,0365 230,0360 2,2 11
. OH CHNOF 216,0567 216,0568 | 05 10
(o] (o] Ci1HoNoF 202,0780 202,0775 2,5 9
CoHNGF 174,0471 174,0462 5,2 9
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TP14 191 | CLHLN,OF 263,0823 263,0827 | -15 9
CoaH1N,O,F 245,0722 245,0721 0,4 10
F CoH1N,OF 217,0768 217,0772 -1,8 9
. | CioHeN,OF 205,0384 205,0408 -11,7 o
A CioHN,O.F 204,0339 204,0330 4,0 9,5
TP15 192 | CHNOF 348,1349 348,1354 | -1,4 10
CiH1NsOsF 330,1261 330,1249 3,6 11
OH
{
(LY
K/N N CiHgNLOF 231,0562 231,0564 -0,9 10

OH
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O TP1 apresenta tempo de retencdo de 4,6 mingrosyla molecular GH2oN3Og €
massa experimental do ion [M +'Hje 362,1347 Da. A proposta para a sua estrutarsee

espectro MS/MS sao apresentados na Figura 54.

140 30H
298,1188 326,1140 3621347
120 HN/\ V —I Ht Perda do anel de
k/N N piperazina
100 @;J ™
OH
N 3441245
2 80 - k/ .
b= e ° 258,0393 | [C1:H0NOg]
B 60
=
- 214,0496
40
20 160,0753 188,0706 215,0801 231}07555 2541280 280,1093 || 316,1295 ( ,
D*”‘ i ity |u|||\|\|lu‘u|m|u IIH““HI\ i HllJ\I\LHHH \IH||thIII L m \lliluuuu ItllLl L | Y ‘\III\I TR ||J| TETHT T TV TR} (IIIHI\ Ll ‘mm I
160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370
Massa/Carga (Da)

Figura 54 — Espectro MS/MS do TP1.

Podemos observar no espectro MS/MS do TP1 a perdaak moléculas de aguma/'t
344 e 326), de COm/z300) a partir do pico 344 e de CM/£298) a partir do pico 326. O
fragmento comm/z de 276 (GH10NOs) é formado pela perda do anel da piperazina
(apresentado na Figura 54). Como esse ion possudé&génios na sua estrutura, podemos
concluir que o TP1 ndo possui oxigénios ligadopiparazina. Além disso, € mais provavel
que as hidroxilas estejam localizadas nos andisashis. A localizagdo de hidroxila no anel
de trés membros é improvavel e ndo foram encordrbdgmentos que permitam indicar a
posicdo exata das hidroxilas.

O pico com tempo de retencao de 5,8 minutos e niB&A855 Da foi identificado
como TP2. A formula molecular do ion @Hz,NO,. A Figura 55 apresenta o espectro

MS/MS do TP2 e a proposta da estrutura dos prirscfpggmentos.

H+
800 1 120,0813 Ei ’ ut
/ 0 )
- eeh
103,0549
400 ' I \
200 / (0] __—leaor

Intensidade

N 1071?46?' 118;0635‘ ‘121,0853 131,0458 1661085(2:

L L A - 1 i

105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165
Massa/carga (Da)

Figura 55 — Espectro de massas em modo MS/MS do TP2
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A estrutura apresentada na Figura 55 para o piconefz de 166 € a mais provavel.
Como o composto apresenta nove carbonos, um niim@ERDBE igual a cinco, temos um
forte indicativo que a molécula compartilha os an&gndensados presentes no CFX. Os
fragmentos MS/MS indicam que as hidroxilas estdealizadas no anel ndo aromético da
molécula.

O espectro MS/MS do composto com tempo de retethgdy6 minutos é apresentado
na Figura 56, juntamente com a estrutura mais pedvdo composto. O TP3 apresenta a

formula G7H2oNz04 e a massa encontrada para o ion [M+bl] 330,1453 Da.

ot 5
— ‘] 312,1349

Hr [/’\W \\f

wl T )

4000 = \‘\:/J\~ ,J\ /':‘”

3000 Ho T T

2000 °e 286,1549
201,0660 17 gggg 229.0808 ‘243‘1124 X

1000 17084 TN ] 269.0920 L

120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340
Massa/carga (Da)

Intensidade

330,1454

Figura 56 — Espectro de massas em MS/MS do TP3.
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o
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Figura 57 — Ampliacdo do espectro MS/MS na regidaipa ao m/z 160 Da.

O espectro MS/MS do TP3 apresenta grande simidgidam o do CPX, o que é um
indicativo de que a hidroxila esta ocupando a @asdp flior. Além disso, temos a presenca
de um pico MS/MS de baixa intensidade, correspaedaom/z 160,0428 Da (Figura 57),
que corresponde ao iongkENO,, que indica que a hidroxila esta localizada noéisan
condensados da molécula.

O TP4 e TP5 diferem apenas na substituicdo do atlenflior do TP5 (@H;17/N303F)
por um hidrogénio no TP4 (€H1sN303). A diminuicdo do RDBE em uma unidade em
relacdo ao CFX e a presenca do iggH&N30, (268,10810 Da) e ioni@HgN3O, (227,0680
Da) no TP5 indicam que a perda dos dois carbonssedel Ps é oriunda da abertura do anel

piperazina.
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O produto de transformacdo identificado como TP@responde ao composto
C17H20N30s. O fragmento MS/MS com férmulai§H13N3O, (287,0893 Da) corresponde a
perda do anel de trés membros a partir do fragmestom/z 328,1306 Da. A presenca do
fragmento GHgN,O3; (190,0371 Da) indica que as duas hidroxilas adaem relacdo ao
CFX estéo localizadas nos anéis condensados dautalé

O TP7 apresenta um padrdo de fragmentacdo muigigarcom o do CFX, conforme

apresentado na Figura 58.
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233,1092 276,1519 320.1418

Intensidade
nN
o
o
o
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Figura 58 — Espectro de massas MS/MS do TP7 (espdet massas superior) e do CPX
(espectro de massas inferior inferior).

Os valores den/zdos fragmentos de massas maiores do TP7 estaxaidst em 12
daltons em relacdo aos fragmentos do CFX (TP7 3DR€314 — TP7 282 e CFX 294 — TP7
276 e CFX 288 — TP7 256 e CFX 268 — TP7 233 e C#3.dsso decorre do fato do TP7 ter
um carbono a menos do que o CFX. Na regidao de massaores alguns fragmentos sao
idénticos, haja vista a grande similaridade enff®d e o CFX.

Foram encontrados cinco diferentes compostosmén348,1354 Da, conforme pode

ser observado na Figura 59. Eles correspondem Xd@Foxilado em diferentes posicoes.
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Figura 59 — Cromatogramas de extracdo do ion 38818001 Da.

A formacdo desses cinco diferentes compostos caafia baixa seletividade dos

radicais hidroxila gerados durante a fotdlise. 1®s tompostos majoritarios foram analisados

(TP8, TP11 e TP15), pois os outros dois ndo apt@sen intensidade suficiente para

possibilitar a analise do espectro MS/MS. A Figilaapresenta os espectros MS/MS dos trés

principais TPs comrm/zde 348 Da.
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Figura 60 — Produtos de transformacdo do CFX, comn348 Da eg 12,8, 16,6 e 19,2

minutos.

153



O TP8 apresenta o fragmento cam'z 205,0176 Da que corresponde ao ion
C10H4sNOsF. Esse fragmento indica que o oxigénio adiciorsth docalizado nos anéis
condensados. O TP11 e TP15 nao apresentaram fraggogre possibilitassem identificar a
localizagé&o da hidroxila adicional, apesar dasgdes mais favorecidas estarem localizadas
nos anéis condensados e no anel piperazina.

O TP9 (GeH18N304, m/z 316,1301 Da) e TP12 (gH17/N304F, m/z 334,1197 Da)
diferem entre si pela substituicdo do fldor do TRd2 um hidrogénio no TP9. Os espectros
MS/MS dos dois compostos apresentam grande sidalde, conforme pode ser observado na

Figura 61, o que indica que compartilham uma astaunuito parecida.

250 298,1187
200
]
_E 150
g 199,0502
T 100
R
50 316,1288
184,0624 200,0546 211133503 i227;0816 2071785 f299‘1232
I ! | ! ! i dl " L . L B s
110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320
Massa/carga (Da)
316,1099
200
v 150
=
(]
2
Z 100
b}
=
A=} 50 217,0407 3341208
316,1315
k 2030379 | 2300506 245.0759
0
120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340
Massa/carga (Da)

Figura 61 — Espectro de massas em MS/MS do TP%¢Espsuperior) e TP12 (espectro
inferior).

Os espectros MS/MS ndo fornecem informacdes sofesepara elucidar de forma
mais precisa a estrutura dos compostos. O espaetfagmentacdo pobre e a auséncia de
perdas relacionadas a presenca do grupo aldeideefaam as estruturas propostas no Quadro
29 para o0 TP9 e TP12, que possuem um terceirocanelensado aos dois ja existentes no
CFX.

O TP10 possui uma massa experimental de 245,09% férmula do ion é

C13H13N203. A diminuicdo de um nitrogénio em relacdo ao CFX @resenca de fragmentos
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referentes a perda do anel de trés membros saomafbées condizentes com a estrutura
proposta para o TP10, presente no Quadro 29.

O produto de transformacéo identificado como TRI@sentan/z288,0774 Da, que
corresponde a formula;§1:NsOsF para o ion [M+H]. O seu valor de RDBE ¢é igual a 11.
Em relacdo ao CFX, temos a diminuicao de trés &ateacarbono e o aumento de RDBE em
uma unidade, o que indica o aumento do grau dauretao da molécula. Aliado a isso, todos
os fragmentos MS/MS do TP13 possuem trés nitrogéam sua composicdo, 0 que nao
ocorre no CFX, onde se observa a sucessiva perasatrdgénios durante a fragmentacéo
CID. Esse aumento da estabilidade da regido emsguencontram 0s nitrogénios da
piperazina e os valores de RDBE do ion e seus #atpa sugerem a formacdo de um novo
anel aromatico condensado ao outro ja existent&#pone consta na proposta do TP13 no
Quadro 29.

A estrutura comm/z experimental de 263,0823 Da corresponde ao compost
C13H12N203F, identificado como TP14. O sinal muito baixo desbmposto reduz o nimero
de picos MS/MS e as suas intensidades. Apesar, dstiminuicdo de quatro carbonos e um
nitrogénio em relacdo ao CFX, associado ao valoRDBE igual a 9 e a presenca de
fragmentos que correspondem a perda do anel dengétsoros (205,0384 e 204,0339 Da)
sugerem a estrutura proposta no Quadro 29 pard 4. TP

Da mesma forma que ocorreu com 0s demais compasites potenciais produtos
de transformacdo/degradacdo foram encontrados gafatolise do ciprofloxacino. No
entanto, estes apresentam sinal muito baixo no atograma, dificultando a andlise dos

respectivos espectros de fragmentacao.

4.6 ldentificagdo dos Produtos Transformag&o do Ndoxacino

O antibidtico norfloxacino (NFX) foi submetido aagdio de fotdlise conforme descrito
em 3.2 para posterior analise por LC-QTOF-MS. AuFag62 apresenta o cromatograma do

norfloxacino e a Figura 63, 0s seus espectros emnpstais MS e MS/MS.
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Figura 62 — Cromatograma do norfloxacino na comeeéib de 10 mg'L
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Figura 63 — Espectro de massas em MS do NFX(Apearo MS/MS do NFX (B).

Na Figura 63-A, tem-se 0 espectro MS do norfloxagrotonado. O pico referente ao

m/z de 321,1437 Da é oriundo da distribuicao isotopiatural dos elementos e se refere a

molécula do NFX protonada e com um &toff® em sua composicéo (que equivale ao fon
[%C151C *H1e ¥N3 °0; °F). O pico referentea am/z322,1455 Da se relaciona com picos de

baixa intensidade que estdo praticamente sobrepestem como principais contribuicoes

fons originados de moléculas com dois 4&tomo¥@geions originados de moléculas com um

atomo de'®0, ions de moléculas com uid e um*N, fons com un®C e um?H e ions com



um =C e um*’0. Em “B” temos o espectro MS/MS do NFX com a stisle estrutura de
alguns dos principais fragmentos.

Dentre os diversos potenciais produtos de transfofim/degradacao que foram
encontrados na fotélise do norfloxacino, quinzerawn estruturas sugeridas. A Figura 64
apresenta dois cromatogramas sobrepostos de duetrasnde norfloxacino: uma antes do
inicio do processo de fotolise (t=0) e a outratampo de fotolise de 240 minutos.

O Quadro 30 apresenta as formulas dos fragmenf@sv@lores de massa exata dos

ions, erros experimentais de massa e valores deERBX0 para o NFX quanto para o0 0S

seus produtos de transformacao gerados atravésitiad direta.

NFX
25e6
t=0

2.0e6 rd
2 t=240 min
E 1,5e6 240 minutos de fotdlise
g t=240 min £= 240 min y
" 1,0e6 l l l

5,065 l

0,0e0

4 5 6 7 8 9 10 11
Tempo (min)

Figura 64 — Cromatogramas sobrepostos das amarasrfloxacino nos tempos de zero e
240 minutos de fotdlise.

Podemos observar que apds 240 minutos de fotosesado pico referente ao NFX

(11,95 min) ainda esta intenso, o que demostraaamsideravel resisténcia da substancia a

esse processo de degradacao.
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Quadro 30 -bados de massa exata determinados p-QTOF-MS/MS donorfloxacino(NFX) e seus provais produtos de transformag
gerados por fotdlise, juntamente com as fragmeptaigientificada

_ Formula (ion) Massa Massa Erro
Estrutur: tr (Min) _ RDBE
[M+H]" Experimente Calculad: (ppm)

NFX 11,95 | CieH1oNsOsF 320,140¢ 320,1405 0,0 9,0
Ci1eH17N3O,F 302,1308 302,129 3,0 10,0

0O ') CreH1eN30; 282,1232 282,123 -1,8 11,0

CisH1cNSOF 276,1512 276,150 1,8 8,0

F C15H18N3O 256,1436 256,144‘ '3,1 9,0
OH C14H12N30, 254,0921 254,092 -1,2 11

Cy3H1N,OF 233,1083 233,108! -0,9 8,0

’/\N N C12HsN,O,F 231,0556 231,056 -3,5 10
C13H14N350 228,1126 228,113 2,2 9,0

HN \) ) C12H1:N,OF 219,0923 219,092 2,3 8,0
C11H1cN,OF 205,0765 205,077, -3,4 8,0

CiH1oNoF 189,0820 189,082: -1,6 8,0

CioHoN,F 176,0736 176,074 -4,5 7,5

CoH,NOF 164,0495 164,050! -6,7 7,0

TP1 | 42 CreH20N306 350,134¢ 350,134 -0,3 9,0
Ci16H1sN30s 332,1242 332,124 0,3 10

CreH1eN304 314,1141 314,113 1,9 11

30H T o CisH1eN30, 304,1281 304,129; -3,6 9
Ny J\ CisH1N30s 286,1185 286,118 -0,4 10

OH Ci1,H1cNOg 264,0503 264,050: 0,0 9

C12HgNOs 248,0545 248,055. -3,6 9

(\N"" N C12HgNOs 246,0393 246,039 -1,6 10
C1zHsNO, 230,0440 230,044 -3,5 10

HN\) ) C11H1cNO, 220,0603 220,060: -0,5 8
C11HgNO; 202,0493 202,049 -3,0 9

CicH1cNO, 176,0702 176,070! 2,3 7

CoH1cNO 148,0738 148,075 -12,8 6

TP2 | 42 CreH1N30s 332,123: 332,124 -3,3 10
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OH O O C1eH1N=04 314,1130 314,1135 16 11

! jL C,H16N5Os 286,1173 286,1186 45 10

OH CH1eN-O, 258.1262 258,1237 9,7 9,0

o Cy:H11N,04 243,0768 243,0764 1,6 10
fK\Nf N C,,H1N,Ox 219,0781 219,0764 7.8 8
HN\) ) CoH1:N,0 163,0862 163,0866 25 6
TP3 46 CueH1aN:O; 316,1283 e lzel | e 10
CycH1N=05 288,1339 288,1343 14 9

o O CreH1eN5O, 270,1226 270,1237 4,1 10

CuH1N=0, 260,1380 260,1394 54 8

OH Cy:H1N,0, 245,0917 245,0921 1,6 9

o C.H1N,0, 243,1112 243,1128 6,2 9
[‘\‘f\“m N C1,H1,NO; 218,0806 218,0812 2.8 8
HN\) ) Cy11HoN,O, 201,0658 201,0659 0,5 9
C,HaNOs 190,0501 190,0499 11 8

C1HoN,O, 189,0649 189,0659 53 8

TP4 [ 88 CacHoN=O4 318,1448 318,1448 0,0 9,0
CycH1N=05 300,1350 300,1343 2.3 10

C,eHaoN2O, 274,1556 274,1550 2,2 8

OH o O CoH1aN,0; 257.0914 257.0921 27 10

J\ Cy:H11N,05 243,0751 243,0764 53 10

OH Cy:H1N,0, 231,1122 231,1128 2.6 8

Cy1.H1,N,0, 231,0760 231,0764 1,7 9

K\Nz N C1H1N,0, 205,0968 205,0972 2,0 7
C.H,NO, 190,0861 190,0863 1,1 7

HN\) ) C.H.NO, 188,0699 188,0706 3,7 8
CoHoN,O, 177,0655 177,0659 23 7

CoHeNO, 160,0387 160,0393 3,7 8

TP5 9,05 CotiaNsOs 304,1291 304,1292 | -03 9
CotHieN,0 287,1022 287,1026 14 10
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CaeH1eNsOs 286,1186 286,1186 0,0 10
CaHuNsO, 268,1069 268,1081 -4,5 11
CoHieNsO, 258,1230 258,1237 -2,7 9
o On CoHiN,0, 243,1122 243,1128 -2,5 9
‘Y\N CoHiNLO, 240,0757 240,0768 -4.,6 11
NH, | ) CaH1eN,0 215,1172 215,1179 -3,3 8
CiHoN,O, 213,0650 213,0659 -4,2 10
CiHN,O, 199,0485 199,0502 -8,5 10
CuHLN,O 187,0858 187,0866 -4,3 8
CuHoN, 157,0756 157,0760 2,7 8
CoHoN, 145,0761 145,0760 0,7 7
CoHeN 130,0671 130,0651 15,4 7
TP6 9,5 CraH1N505 276,1342 276,1343 -0,4 8
CrHieN:O, 258,1237 258,1237 0,0 9
0 CoHiN,O, 241,0976 241,0972 1,7 10
CuHN,O, 199,0496 199,0502 -3,0 10
OH
(\ CuHuN, 172,0987 172,0005 | -46 75
NH,
TP7 1015 | C,H,oN:Os 302,1490 302,1499 | -2,0 9
CaaH1eNsO, 284,1395 284,1394 0,4 10
CaHooN:O 258,1599 258,1601 -0,8 8
CoHiNO, 256,1073 256,1081 -3,1 10
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o CucHiaNs 240,1499 240,1495 1,7 9
CuaHiaNs 228,1494 228,1495 -0,4 8
O CiHoN,O, 213,0655 213,0659 -1,9 10
(\N N CoHLN,0 201,1020 201,1022 -1,0 8
HN \) ) CuHuN,O 187,0859 187,0866 -3,7 8
CuHuN, 171,0924 171,0917 4,1 8
CoHoN, 145,0761 145,0760 0,7 7
TP8 107 | CLHNOF 294,1244 2941249 | 1,7 8
CoaHiNOLF 276,1140 276,1143 11 9
0 CoHLNO, 256,1074 256,1081 2,7 10
F OH CoHiN,O.F 233,0727 233,0721 2,6 9
CiHoN5O, 227,0694 227,0689 2,2 10,5
(\ ﬁ N CoHuNs 200,1169 200,1182 6,5 8
NH, ) CuHuN,F 190,0904 190,0901 1,6 7,5
CuHiNs 184,0872 184,0869 1,6 9
CoHaN,F 163,0647 163,0666 11,7 7
TP9 11,2 CieH20N505 334,1404 334,1398 1,8 9
CacHiaNsO; 316,1306 316,1292 4,4 10
CucH1eNsOs 288,1336 288,1343 | -2,4 9
CoHiNO; 287,0904 287,0901 1,0 10,5
CoHuN,O; 247,0707 247,0713 | -2,4
CuH1aN,O5 245,0915 2450921 | -2,4 9
CiHoN,Os 245,0556 245,0557 | -0,4 10
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20H O O CiH1N,Os 231,0756 231,0764 | -3,5 9
/ I )I\ CuiH/N,O, 231,0404 231,0400 1,7 10
/ | OH CHuN,Os 219,0758 2190764 | -2.7 8
(\N N CiiHoN,O5 217,0602 217,0608 | -2,8 9
HN\) ) CiHeNO; 202,0487 202,0490 | -1,5 9
CuHLN,O 189,1012 189,1022 | -53 7
CodHiNO, 176,0703 176,0706 | -1,7 7
CoHuN,O 163,0858 163,0866 | -4,9 6
TP10 1215 | ¢, H,NsOF 336,1350 336,1354 | -1,2 9
CuHiNOSF 318,1249 318,1249 0,0 10
CaeH1eNsOs 298,1164 298,1186 7,4 11
CaHiaNsOF 292,1451 292,1456 1,7 8
CH @ O CoHuN,OF 275,0830 275,0827 1,1 10
F x\\ JLDH CoHiaN, O, 263,1041 263,1026 5,7 8
(\Njﬂ A | CoHaNLOSF 247,0500 247,0514 5,7 10
CuHiNO, 220,0626 220,0604 10,0 8
HN\) ) CuoHeN,O.F 205,0393 205,0408 7,3 9
CoHeN,O,F 193,0405 193,0408 -1,6 8
CoH-NOF 180,0437 180,0455 -10,0 7
CoHeNOF 179,0376 179,0377 -0,6 7,5
TP11 13,4 CueH1aNgOs 332,1238 332,12410 | -0,9 10
CueHiNsO; 314,1137 314,1135 0,6 11
CucH1N:Os 296,1055 296,1030 8,4 12
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OH 9 O CueH1gN=Os 286,1184 286,1186 -0,7 10
J\OH CaaH1oNsOs 268,0701 268,0717 -6,0 12
o | CoHNOs 258,1221 2581237 | 6.2 9
fx\ N] N CisHN:Os 258,0861 258,0873 -4,6 10
HN\) ) CusH11N,0s 243,0759 243,0764 -2,1 10
CisH1NOs 216,0645 216,0655 -4,6 9
CaoHoN,O, 187,0493 187,0502 -4,8 9
TP12 [ 1525 | CiHiN,O;s 233,0923 233,0921 | 09 8
o 0 C1H1N,0; 215,0823 215,0815 3,7 9
CicH:N,O, 187,0495 187,0502 -3,7 9
OH CioHuN; 159,0935 159,0917 113 7
| CeHN, 131,0602 131,0604 -1,5 7
H,N N
) C/HeN 104,0500 104,0495 4,8 6
TP13 [ 158 | CieHidNsOF 336,1348 336,1354 | -18 9
CreHyN3OsF 318,1247 318,1249 | -0,6 10
OH O O C16H1sN3OoF 300,1148 300,1143 1,7 11
= I J\ C1eH1sN:OF 275,1436 2751428 | 2,9 8,5
OH CyH1eN:OF 273,1266 2731272 | -22 9,5
| CraH1eNsF 245,1320 2451323 | -1.2 8,5
(\N N CiaH1N;OF 233,1091 233,1085 | 26 8
i \) ) CyaH1eNsF 230,1102 230,1088 | 6,1 9
CriHeN,O.F 217,0391 217,0408 | -7.8 10
TP14 | 168 CreH1sNz0, 316,1298 316,1292 | 19 10
CreH16Nz05 298,1200 298,1186 4,7 11
CicH1eNzO, 270,1251 270,1237 5,2 10
CraH1:N,0; 241,0976 241,0972 17 10
CrHuN;O, 227,0822 227,0815 3.1 10
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o CuHiN;0; 199,0500 199,0502 -1,0 10
o CuiH1N, 172,0999 172,0995 2,3 7,5
) OH
=1
(\ N CaoHoN; 157,0771 157,0760 7,0 8
HN\)
TP15 17,9 | CiHiN,OF 251,0829 251,0827 0,8 8
CiH10N,OF 233,0734 233,0721 5,6 9
CyoHsN,OF 205,0409 205,0408 0,5 9
F OH CoHeN,OF 177,0466 177,0459 4 8
CaHeNF 149,0518 149,0510 5,4 7
H,N
C7HsNF 122.0409 122,0401 6,6 6
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O TP1 obtido pela fotdlise do norfloxacino é saniho TP1 originado na fotolise
do ciprofloxacino. Esse produto de transformacaoriginado a partir da perda do
atomo de flior da molécula do NFX, com a adicatrée hidroxilas. Cabe ressaltar que
apesar das varias possibilidades de posicbes pararéa novas hidroxilas, o
cromatograma apresenta um anico pico para o ionneta850,1347 Da, 0 que indica
que, ou bem esta ocorrendo coeluicdo dos isbmerosgfios, o que € improvavel, ou
bem h& apenas um uUnico composto formado comrmatseA Figura 65 apresenta o

espectro de fragmentagéao do TP1.

800 30H o o H*
700 TP1 I )J\O—HI 314,141 350,1347
600 | 286,185
:; 500 O )N 3321242
g 400 HN
|5
£ 300 246,0393
= 202,0493
200 230,0440 264,0503 315.1169
100 176,0702 218,0435 I | '
o L Ll TR 1 il ]l lu|u i Loty L Ll L L .
120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360
Massa/Carga (Da)

Figura 65 — Espectro em modo MS/MS do TP1.

O pico comm/z264,0503 Da é relativo ao ionH10NOg e se refere a perda do
anel piperazina, o que indica que todos oxigérstioenas posi¢des indicadas na Figura
65. Apesar do rico espectro de fragmentacdo do TR, ha picos que permitam
identificar a localizag&o precisa das hidroxilagiadais.

Dois produtos de transformacdo comiz 332,1232 Da foram encontrados. O
primeiro com & de 4,2 minutos (TP2) e o segundo c@nde 13,4 minutos (TP11). A
formula molecular do fon [M+H]é GgH1sNzOs € 0s espectros MS/MS desses dois TPs

sao apresentados na Figura 66.
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Figura 66 — Espectro em modo MS/MS do TP2 e TP11.

Os TP2 e TP11 apresentam um RDBE igual a 10, onglisa 0 aumento de uma
instauracdo em relacdo ao NFX. Além disso, apraseniuas perdas distintas de CO
com picos intensos que ndo estdo presentes notrespalativo ao NFX. Uma delas
possivelmente é originada da carboxila ap0s a pgedagua. A segunda perda indica
que houve a formacdo de uma nova carbonila, prowavte no anel da piperazina.
Poderia ainda ocorrer a formacéo de duas carbguitiéemente com a abertura do anel
da piperazina, mas ndo ha dados suficientes pgm@artau ou refutar essa hipotese.
Através da analise dos espectros de fragmentacdofandpossivel determinar as
posi¢cdes da hidroxila e carbonila no TP2 e no TP11.

Dois TPs (TP3 e TP14) apresentaram massa de 3P6[IR& e RDBE igual a 10,
que correspondem a dois isdmeros com ions de far@GH1sN3O4. A Figura 67

apresenta o espectro MS/MS dos dois compostos.
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Figura 67 — Espectro MS/MS do TP3 e TP14.

Em relacdo ao NFX, o TP3 e TP14 apresentam ungoiigdicional e um atomo
de hidrogénio a menos, além da perda do atomaide fD aumento do valor de RDBE
em uma unidade indica a formacéo de uma nova mg@o. As duas perdas de CO no
TP3 indicam que essa nova instauracdo esta presanterma de carbonila, pois o
espectro de massas do NFX indica apenas uma per@G®dEm relacdo a posicao da
nova carbonila no TP3, dois diferentes locais s@ssipeis: no anel piperazina ou na
etila ligada ao nitrogénio. A presenca do fragmén8MS comm/z218 Da indica que
a nova carbonila esta localizada no anel piperazioaforme pode ser observado na
estrutura sugerida para esse fragmento na Figurgrételacdo ao TP14, o composto
nao apresenta fragmentos que permitam concluraizacdo da carbonila adicional. O
fato do espectro MS/MS apresentar apenas uma peri@0O” indica que a carbonila
pode estar localizada na etila, no carbono ligacktadnente ao nitrogénio.

O TP4 apresenta uma massa experimental para [igd]* de 318,1448 Da e
formula GeH2oN3Os. Em relacdo ao NFX, o TP4 apresenta um oxigéniame
hidrogénio adicional e ndo esta presente o atomdilde. O valor de RDBE

permaneceu com o valor igual a nove, o que indiga Ao houve alteracdo na
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instauracdo da molécula, ou seja, 0 oxigénio auitipossivelmente esta presente na
forma de hidroxila. O espectro MS/MS do TP4 comstéigura 68.

7000 A OH 0 o —‘H*' 300,1350
i JL
5000 OH o T]H"
) 4000 (\N N > |
=l
g HN\) ) |
£ 3000 . N
2000 2 - 318,1457
231,1122 ,
1000 / ! 257,0914
88,0699 25;5‘?968 2?9,0965‘ ‘ (3o1=1377
L L Fl .
120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320
Massa/Carga (Da)
70 [CoHsN,0,]"
B [CaHeNO,T* 173.0703 1750860 /
60
/ 177,0855
50
2 158,0593 160,0387 174,0791
= 40
=
4
g 30 161,0708
20 160,0833 172,0394 176,0914
?
10 M
0\‘ \ 1 | \ ] |‘ I I I 1 ‘H\ [ 111 |
158 160 162 164 166 168 170 172 174 176 178
Massa/Carga (Da)

Figura 68 — Espectro MS/MS do TP4 (A), ampliadaoewido de m/z 160 a 180 Da (B).

A presenca dos fragmentos comz 177 e 160 indicam que o oxigénio adicional
esta localizado em alguma posi¢do dos anéis coadessia molécula. Na Figura 68 —
A, é apresentada a estrutura do fragmento cofn 177,0655 (RDBE = 7, ion
[CoH9N202]"). A Figura 68-B apresenta o espectro MS/MS do @liado na regido
entre 160 e 180 Da, onde estdo indicados os pigespgrmitem concluir que a
hidroxila ndo esta localizada no anel piperazinara na etila ligada ao nitrogénio.

O produto de transformacdo com tempo de retengd,85 minutos foi
identificado como TP5. Sua massa experimental 8@E1291Da e 0 ion possui

férmula de GsH1gN304. A Figura 69 apresenta o seu espectro MS/MS.

168



Intensidade

1500

1000

500

187,0858

2151172

213,0650 215,0779
1

243,1122

258,1230

287,1200

286,1186

287,1022
304,1291

L268:1069 J
260 270 280 290 300 310

172,0999 185,0700
118,0644 145‘0761. 157;?756 J |
L } 1

I I Ll | .
110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250
Massa/Carga (Da)

Figura 69 — Espectro em modo MS/MS do TP5.

O fragmento conm/z287,1022 se refere a perda neutra de amoénia, indicax
gue o anel de piperazina sofreu abertura, dandgemra uma amina primaria. Como o
RDBE é o mesmo do NFX, o oxigénio extra foi adieido ao anel piperazina na forma
de uma carbonila. O fragmento comiz215 Da se refere a perda de CO a partir do ion
comm/z243, o que indica que a carbonila esta localiradanel de piperazina.

O TP6 e o TP8 possuem uma estrutura muito sin@laaitomo de fllor presente
no TP8 ¢ substituido por um hidrogénio no TP6. Amfda do ion [M+H],
correspondente ao TP6, €4818N303; e a sua massa experimental € 276,1342 Da. O
TP8 apresenta o ion [M+HEom formula GsH17NzOsF e m/z294,1244 DaQ valor de
RDBE igual a oito em ambos TPs indica a diminuidggéouma instauracdo em relacao
ao NFX. A diminuicdo de dois carbonos em relacad@@uoposto original e o pico no
espectro MS/MS do TP6 com/zde 241,0976 (GH13N205), que se refere a perda de
amonia a partir do pico 258,1237 Da, indica queompmosto possui uma amina
primaria, o que sugere que a perda dos carboneseacoa piperazina. O espectro do
TP8 apresenta o pico 233,0727 Da, referente a mrdaHsN, que corresponde aos
dois carbonos e um nitrogénio originalmente pedntes a piperazina.

Os dados obtidos para o composto TP7 indicam queesmo se trata do
norfloxacino que sofreu a substituicdo do atomdli® por um &tomo de hidrogénio.
A massa encontrada foi 302,1490 Da, que correspaifidienula GsH2oN3Ospara o ion
[M+H] ™.

O produto de transformacéo cogde 11,2 minutos tem massa igual a 334,1398
Da. Esse composto corresponde ao TP9. A férmukeddon [M+H]+ é GH,oN30s e
o valor de RDBE é igual a nove. O composto se eeder NFX abstraido do atomo de
flor e acrescido de dois oxigénios na forma deokith. Os dados do espectro em
modo MS/MS néo permitiram inferir posicées preferais para a posi¢cao dessas duas

hidroxilas.
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Sete diferentes TPs foram identificados com masséon 336,1354,

conforme

apresentado na Figura 70. Os ions desses compmstegem formulaC;H;sN;O4F e

correspondem ao NFX hidroxilado.
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Figura 70 — Cromatograma do ion extraido para ode/236,1354 Da.

Dos sete compostos, apenas os dois mais abundargesanalisados, o TP10 e

TP13. Os espectros de massa em modo MS/MS para dege compostos estao

apresentados na Figura

71.
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Figura 71 — Espectro em modo MS/MS do TP10 (quadgmerior) e TP13 (quadro

inferior).
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O TP10 apresenta o fragmento cortzde 220,06260 Da, que corresponde ao ion
[M+H]+ com férmula G3H10NO4, que corresponde a perda da piperazina, o queaindi
que a hidroxila ndo esta localizada nesse anefragmentos apresentados pelo TP13
ndo permitem inferir a posicdo mais provavel dadxith.

O TP12 C1,H13N0s) e TP15 Ci,H1.N,03F) apresentam estrutura bastante similar e
se diferem apenas pela substituicdo do atomo ae fid TP15 por um atomo de
hidrogénio no TP12. O espectro em modo MS/MS do2Téxla apresentado na Figura
72.
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Figura 72 — Espectro de fragmentacdo em modo MSIdBP12.

Os picos mais intensos referentes ao TP12 e TP18&fseem a perda neutra de uma
molécula de agua. A interpretacdo do espectro MSIMIP15 é muito parecida a do
TP12. Como podemos observar na Figura 72, o espebtrdo em modo MS/MS do
TP12 é relativamente simples, haja vista que serged uma molécula com uma
guantidade de atomos menor do que a dos demais TPs.

Inimeros outros potenciais produtos de transfofimdgram detectados, porém

estavam presentes em concentragdo menores e aévifmestigados neste trabalho.

4.7 Uso da Espectrometria de Massa no Estudo da Amicilina

As analises da amoxicilina (AMX) foram conduzidasforme descrito no capitulo
3. Foi realizado um estudo da transferéncia da ailioa para o leite bovino. Além
disso, foi avaliado se a técnica de preparo de mmempregada na quantificacdo da
AMX também pode ser aplicada para amostras utéizanh identificacdo dos principais

metabolitos da amoxicilina que seriam transferaoeite.
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A amoxicilina apresenta comportamento peculiarsipetmente relacionado a sua
instabilidade. A quantificacdo da AMX apresentaiagrdificuldades. Esse tipo de
analise normalmente é realizado por LC-MS/MS coenprego do modo MRM. A
identificacdo da AMX em amostras de produtos dgeoni animal tem apresentado
pouco éxito quando a andlise é conduzida em moadwouct ion Contudo, a
identificacdo de metabdlitos da AMX que sao tramdés para o leite € relevante do
ponto de vista da saude publica. A estratégia @datdicacdo da AMX em leite por
espectrometria de massas em modo MRM que foi esilizneste trabalho foi
considerada factivel. Os resultados obtidos naanfosatisfatorios para a etapa de
identificacdo dos metabdlitos da amoxicilina présemo leite, mas indicam caminhos
para estudos futuros que tenham esse objetivoghirssdo apresentados e discutidos

0s resultados obtidos para a amoxicilina.

4.7.1 Anoxicilina em Meio Aquoso

Na determinacdo do padrdo de fragmentacdo da AMKoutse solucao
aquosa de amoxicilina na concentracdo de 10 thgALFigura 73, em seu quadro
superior, apresenta o pico cromatografico quejdamente, deve corresponder apenas
a amoxicilina. No quadro inferior sdo apresentadssions presentes na regido em

destaque do pico cromatografico.
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Figura 73 — Cromatograma expandido da amoxicilina meio aquoso (quadro
superior) e espectro de massa (MS) acumuladosgifordo pico cromatografico que
aparece em destaque (quadro inferior).

O pico comm/z366,1128 Da corresponde a AMX. O espectro MS adplna
regido de 366 Da e o0 espectro MS/MS obtido parmexeilina sdo apresentados na

Figura 74.
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Figura 74 — Espectro em modo MS (quadro superidd58MS da amoxicilina (quadro
inferior).

A presenca do and-lactanico e de inumeros grupos funcionais difaulta
interpretacdo do espectro de fragmentacdo da AMXs podem ocorrer diversos
rearranjos durante o processo de fragmentacdo 8@nAClutilizacdo de equipamentos
que permitam andlise M®oderia facilitar a tarefa de determinacéo daugast de
muitos dos fragmentos gerados na andlise em modbI$IS

Além do pico referente a amoxicilina, podemos okeeno quadro inferior da
Figura 73 outros dois picos principais: o primetmn m/z 349,0866 Da e 0 segundo
com m/z 731,2155 Da. O pico comm/z 349,0866 Da corresponde ao ion
[C16H17N20sS]" e deve se formar a partir da perda de uma moléilamonia pela
amoxicilina. O Pico 731,2155 Da corresponde a espi;HzNgO10S;]*. O ion é
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formado pela protonacdo do composto constituidodp@s moléculas de amoxicilina
unidas, possivelmente através da interacdo entrgr@sos acido carboxilico das

moléculas, formando um dimero. As Figuras 75 epfé@sentam os espectros MS/MS

desses dois compostos.
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Figura 75 — Espectro em modo MS (quadro superiofM$MS do ion comm/z
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Podemos observar que o padrdao de fragmentacdosdess® compostos
apresenta similaridade com o espectro MS/MS da AMX¥ue reforca a hipotese que
eles sejam derivados da amoxicilina. A partir detddo, duas questbes podem ser
consideradas: ou bem eles ja estavam presentedut@is padrdo de amoxicilina, ou
bem se formam ao entrarem em contato com a faseln®gegunda hipdtese € a mais
provavel, haja vista que a instabilidade da ambxécé bem descrita na literatura sobre
0 assunto, especialmente na presenca de meio &odw a fase mével contém acido
férmico na concentracdo de 0,1%, a decomposicde podrrer em alguma medida.
Além disso, é possivel que a AMX tenha sofrido riragtacdo na fonte, gerando o ion
com m/z de 349 daltons, ou seja, o pico MS correspondaats/z 349 Da que €
mostrado no quadro inferior da Figura 73, é oriudd@erda de uma molécula neutra
de amonia a partir da fragmentacédo da amoxicilm#&onte de ionizacdo localizada na
interface entre o cromatégrafo e o espectrometnmatsas. Cabe ressaltar que a AMX
origina um produto de transformacao/degradacdo mde@alo de amoxicilina
dicetopiperazina. Ele € um isébmero da amoxiciline gode ser formado quando ela &
submetida a condi¢cdes acidas. No quadro superidfigl&ra 73 ndo observamos a
presenca de um segundo pico com mesnip da AMX, mas isso néo significa
necessariamente que o isbmero nado esteja pregmite.ele pode coeluir com a
amoxicilina. Caso isso esteja ocorrendo, os eqpedtS e MS/MS apresentados na
Figura 74 possuem a contribuicdo também da amimdailicetopiperazina em alguma
extensdo. Um estudo do padrédo de fragmentacdo a@essposto isolado poderia
esclarecer essa questdo se fosse identificado glgumMMS/MS caracteristico que nao

esteja presente no espectro da AMX.

Quando exploramos a regido da cauda direita do promatografico da
amoxicilina, podemos observar que inUmeras outdsstd8ncias estdo presentes,

conforme apresentado na Figura 77.
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Figura 77 — Cromatograma da AMX, expandido na regétre 1,0 e 5,0 minutos
(quadro superior); espectro de massas acumuladeegiao do cromatograma que
aparece em destaque (quadro inferior).

Na Figura 77 podemos observar a presenca de dsvergiculas. Elas podem
ser oriundas da amoxicilina, de contaminantes ptesenos solventes ou podem ser
formadas durante a analise. Como h& uma certaaggdmacromatografica em relacéo a
amoxicilina, podemos descartar que esses compasjEs formandos por um processo
de fragmentacdo da AMX na fonte de ionizacdo. @ jgiem m/z 515,1554 Da que
aparece na Figura 77 pode corresponder ao iegH{Bl;0,S]", ja reportado na
literatura*® como um produto de transformacéo da AMX em meidcddA estrutura
desse produto de transformacédo é apresentada mvdBiaA possibilidade da presenca
dessas inumeras substancias pode ser importande gp&orreta interpretacdo dos
resultados obtidos em analises de quantificac&motrabalhos que tenham o propésito

de identificar produtos de transformagéo da amiaxaci

O objetivo desta etapa do trabalho foi realizar uavaliagdo inicial do
comportamento da amoxicilina em meio aquoso quasdlometida a condicbes
frequentemente utilizadas na analise de residuosedécamentos atraves da técnica de
LC-MS. Os dados obtidos indicam que a amoxicilimalep gerar outras substancias
durante o processo de andlise, o que tem potedeiptejudicar a correta interpretacdo
dos dados obtidos na andlise de amostras que banteAMX.
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4.7.2 Transferéncia da Amoxicilina para o Leite Bomo

O estudo da transferéncia da amoxicilina parate bevino foi realizado através
da quantificacdo da AMX pela técnica de espectromeie massas em modo MRM
com o uso de um espectrémetro triplo-quadrupolprd@@ocolo empregado foi baseado
naquele utilizado pelo Lanagro/RS para esse tiparddise, conforme descrito no
capitulo 3. O espectrometro foi configurado paegrnentar apenas o ion camz
366,1 Da (com uma tolerancia d&z de + 0,5 Da), durante toda a analise. Foram
monitorados e registrados apenas os fragmentos Bl®dim/z 114,0 Da (utilizado
como quantificador por ser o mais intenso) e o 2Qutilizado como qualificador por
ser 0 segundo mais intenso). A tolerancia aceitdéan foi parametrizada em + 0,5 Da,
conforme descrito no procedimento de analise dag@iRS. Para a determinacdo da
concentracdo da AMX nas amostras de leite coletadagliferentes tempos apos a
administragcdo do medicamento, foi preparada umeacde calibragdo nessa matriz.
Utilizou-se uma amostra de leite livre de amoxacilie, a partir dela, foram preparadas
as amostras apresentadas no Quadro 31, atravéhcda de um padrdo de AMX em
quantidade suficiente para se atingir a conceraréigal desejada. No Quadro 31 séo

apresentados os valores de area das duplicatasppieos conm/z114 Da e 208 Da.

Quadro 31 — Concentracdes e areas dos picos da dermalibracdo da AMX em leite.

Area pico Area pico
.| 114 Da- 114 Da 208 Da 208 Da
Concentracag e L
Amostra 1 primeira (segunda (primeira (segunda
(Mg L)
amostra) amostra) amostra) amostra)
Al 0 3,20 x 16 1,94 x16 7,33 x16 1,28 x10
A2 1 4,70 x16 7,12 x1¢ 2,93 x1¢ 4,62 x10
A3 2 1,10 x16 1,11 x10 6,38 x10 7,58 x10
A4 4 1,75 x16 1,94 x10 1,05 x10 1,27 x106
A5 6 1,95 x16 3,22 x16 1,28 x10 2,05 x16
A6 8 4,05 x16 4,37 x10 2,51 x10 2,75 x10
A7 20 1,02 x16 1,11 x16 6,48 x16 7,01 x16
A8 50 2,81 x16 2,93 x16 1,80 x16 1,86 x16

Ressalta-se que apesar da amostra Al, que cordesponleite sem adicdo de
amoxicilina, apresentar a area diferente de zera @abos os picos monitorados, eles
nao sao oriundos da amoxicilina, mas de outro(g)posto(s) com um valor da/z
proximo ao da AMX e que geram fragmentos CID corn aproximado de 114 Da e/ou
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208 Da. Isso se da ao fato de que o quadrupolsemiae uma baixa seletividade para
ions com diferencas ahe/ziguais ou inferiores a um dalton.
A partir dos dados obtidos (em duplicada), obteveascurva de calibragéo

apresentada na Figura 78.
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Figura 78 — Curva de calibragédo para a amoxic{joeo 114 Da).

O coeficiente de determinacdo?Rencontrado foi 0,9969 e a reta obtida é
descrita pela equacéo y=57459x — 31293.

Para a determinagdo da recuperacdo da amoxiciiremf utilizadas cinco
amostras de leite. Duas dessas amostras de lete Bubmetidas a todo o processo de
preparo descrito no item 3, e ao final desse psoceram fortificadas com uma
solugéo padrdo de amoxicilina para a concentraigéb de 20 pg L. As trés outras
amostras foram fortificada com uma quantidade mufie para uma concentracdo de 20
ng L' e entdo foram submetidas ao mesmo processo derprépamostra das duas
anteriores. Apos, foram determinadas as concemsad® AMX por espectrometria de
massas. A recuperacao calculada com base na apeodmais intenso (quantificador)

foi de 54%. O valor de recuperacédo calculado nalagdio do método pelo Lanagro RS
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foi de 59%, o que indica que a recuperacao obtida neste tr@alesiid proxima ao val

esperad.

Os resultados obtidos para as concentraga amoxicilina transfeda ao leite

no expeimentoin vivo sdo citadono CQuadro 2 e na kgura 79 Nesse mesmo quad

estdo expressos os resultados da razdo das are@e dpialificador e quantificad:

Quadro32 —Areas dos picodaandlise em modo MM, valores de concentracai

razao dasareas do pico quaicador e quantificadcda AMX.

o ) o ) Raz&o das éeas

Média da area | Média da area Concentragac _
Amostra . _ 1 dos picos
pico 114.( do pico 207, (Mg L)
(207,9/114,C

or 2,10 x 1¢ 1,22 x 1¢ 0,91 0,58
8t 3,22 x 10 1,94 x 1¢ 6,1f 0,60
24 t 5,86 x 1° 3,73 x 1° 10,74 0,64
32t 1,35 x 16 8,49 x 1° 23,0¢ 0,63
48t 5,38 x 1€ 3,36 x 1° 9,9] 0,62
56 F 3,00 x 1€ 1,81 x 1€ 5,77 0,60
72t 4,38 x 1¢ 2,97 x 1¢ 1,3] 0,68
80 3,53 x 1¢ 1,22 x 1¢ 1,1¢€ 0,65
96 2,36 x 1¢ 1,94 x 16 0,9t 0,67
104 t 2,16 x 1¢ 3,73 x 1° 0,92 0,67

Os valores das concentra¢dcitados noQuadro 3 foram utilizados ni

construcao do grafico apresenta@ Figura 79.
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Figura 79 — Variagdo da concentracdo da amoxicilmdeite bovino até 104

horas apds a administracéo da primeira dose.

Vale ressaltar que foram realizadas duas admig@&sdo medicamento no
animal durante a coleta das amostras: uma no téguab a zero, que corresponde a
coleta logo antes da administracdo da primeira,d@smitra no tempo de 24 h, que
corresponde a coleta 24 h ap4s a primeira adnagaur

A bula do medicamento Bactrosthindica que apds a administracdo da sua
ultima dose se faz necessario respeitar um pededaréncia de 18 dias antes do abate
de animais destinados ao consumo humano e um pededdois dias antes da
utilizacdo do leite para consumo humano. O Ministéla Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento estabeleceu que o limite maximo d&lwe de amoxicilina permitido
em leite é de 4,0g LY. Como a concentracdo de AMX na amostra coletadampo
de 72 h (ou seja, 48 horas apds a administracadtidea dose do medicamento) foi
1,31 pg L*, concluimos que o tempo indicado na bula é sufieiqpara que a
concentracdo de amoxicilina no leite figue abaigdichite estabelecido pela legislacdo
brasileira. Cabe ressaltar que se um alimento ept@suma concentracdo de AMX
abaixo do limite legal, isso ndo significa necessaente que ele seja seguro para o
consumo, especialmente para pessoas alérgicasxicdime e derivados.

Outro parametro que € avaliado nas analises ®i@sia relacionado com a
razao entre as areas dos dois picos mais intebsde®no modo MS/MS. Essa razéo é
determinada pela divisdo da &area do pico qualificd@07,9 Da) pela area do pico
quantificador (114,0 Da). Primeiramente se calesisa razdo para cada ponto da curva
de calibracdo e se faz uma média. Esse valor néditdizado como referéncia. Para
cada uma das amostras se realiza o mesmo calauldindo-se a area do pico
qualificador pela do quantificador. Apés, verifisa-se os resultados das amostras estao
contidos dentro de um intervalo de tolerancia @de%3e + 20% do valor de referéncia.
Caso o valor encontrado esteja dentro do inten@osidera-se que o parametro esta
sendo atendido, o que indica, no caso do experorventquestdo, que o composto com
m/z de 366,1 Da, que esta gerando os picos MS/MS ctOle 207,9 Da na
fragmentacao CID, trata-se da AMX. Caso o valogjadiora dos limites, considera-se
gue o ion conm/zde 366,1 Da ndo se trata da amoxicilina.

Os dados para as razdes das areas dos picos cowstatima coluna do Quadro
32. O valor de referéncia da razdo obtida a pdos dados da curva de calibracao foi
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0,63. Assim, os valores das razdes das areas duos gualificadores e quantificadores
para as amostas coletadas ao longo do tempo destamcentidos no intervalo entre
0,44 e 0,76. Pela analise dos resultados obtidessga apresentados no Quadro 32,
concluimos que esse parametro é atendido por &slasiostras coletadas ao longo das
104 horas do experimento, o que indica que o cotopmsn massa de 366,1 Da que
gera o0s picos MS/MS com 114 e 207,9 Da na fragmaat&ID se trata da AMX.

Cabe registrar informacdes adicionais em relacdessa metodologia de
quantificacdo para a amoxicilina. Na constru¢cdaaava de calibragdo € importante
empregar oS mesmos parametros de analise e a nmeatria em que se encontra o
analito para que a eventual fragmentacdo na fomteomversdo da amoxicilina em
algum produto de transformacdo durante o processweparo e durante a separacao
cromatografica ocorra de forma similar para todasamostras. Em analises de
quantificacdo de amoxicilina, independentementend#riz, caso o valor da razdo das
areas dos picos qualificador/quantificador seja anedo que o limite inferior
estabelecido para esse parametro, deve ser cadadémmbém a possibilidade da
presenca da amoxicilina dicetopiperazina. Esseasdrda amoxicilina origina o pico
MS/MS correspondente a 114 Da, mas nao possuicocpimm/z207,9 Da, apesar de,
em principio, o espectro apresentar um pico com22D@, conforme citado por Nagele
et al “®. Porém, se faz necessario determinar o padréoratgméntacdo dessa
substancia, seguindo-se os parametros empregadgoslise da AMX, para verificar a
presenca dos ions 114 e 207,9 Da e a razao daireass

Segundo a literatur&® "® ') ha algumas divergéncias em relacéo ao padrdo de
fragmentacdo proposto para a AMX e amoxicilina tiggerazina. Os espectros
apresentados sdo muito pobres em informacdo, paigosnforam obtidos em
equipamentos de baixa resolucdo e com valores @lgiarde colisdo nao otimizados.
Por exemplo, Geis-Asteggiargeal " apresenta como principal fragmento MS/MS da
amoxicilina o fon conm/zde 114,0372 Da. Essa estrutura sugéfidasta apresentada

na Figura 80-A, e corresponde ao iogHENS]'.
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Figura 80 — Espectro experimental obtido para a AdfiXxagua, ampliado na regido de
m/z114 Da e sugestdes da estrutura dos ions.

Os resultados experimentais que foram obtidos @ddisanda amoxicilina em
agua, no presente trabalho, apontam que o picointaisso possuin/z104,0004 Da e
corresponde ao fon jJA;NOS] (m/z calculado de 104,0008 Da, estrutura “B” na
Figura 80), O fon sugerido na referéncia biblidgeafem questad’” também esta
presente, mas com intensidade bastante reduzidse €msaltar que as diferencas
observadas nos espectros MS/MS podem estar redazeisrao emprego de energias de
colisdo distintas entre os trabalhos. O aumentaiounuicdo desse parametro pode
levar ao surgimento de novos picos e desapareanaenbutros.

Conforme foi citado anteriormente, ndo foi possieelidentificacdo dos
metabdlitos da amoxicilina que sado transferidos pateite. Como a matriz € muito
complexa, foi identificada uma quantidade muito ngex de substancias em
concentracéo bastante elevada, o que mascarogenpaede eventuais picos referentes
aos metabolitos. A Figura 81 apresenta os cromatags obtidos por Q-TOF para as

amostras de amoxicilina em leite, coletadas aodatay 104 horas do experimento.
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Figura 81 — Cromatogramas sobrepostos das amdstiage coletadas ao longo de 104
horas.

Podemos observar diferencas significativas entrerosmatogramas, como nas
regides que aparecem destacadas pelas setas ma &Flgunas a analise dos mesmos
ndo demostrou que se tratam de produtos de tramsf@o ou metabdlitos da
amoxicilina. Além disso, a intensidade dos picos @suito acima daquela esperada
para metabdlitos ou produtos de transformacdo. Adamga do perfil dos
cromatogramas pode ser devida a inumeros fatoresladMas na alimentacdo do

animal, alteracdes metabdlicas induzidas pelo methoto e alteracfes nas condi¢cdes
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ambientais, entre outras possibilidades, podemaseresponsaveis pelas diferencas
observadas. A seguir sdo feitas algumas considesagée podem ser uteis em trabalhos
futuros que tenham como objetivo a identificacdo naetabdlitos ou produtos de
transformacao da amoxicilina.

O espectro de massas da amoxicilina em agua quan#ébisado neste trabalho
mostrou a presenca de produtos de transformacaon(purezas) em concentracao
equivalentes as da AMX. E preciso avaliar cuidachesae o comportamento do padréo
de AMX em agua para verificar se 0 meio acido eggule na fase mével provoca a
hidrélise da mesma. A fragmentacédo na fonte deagdio também deve ser estudada.
Outro parametro que pode levar a quebra da AMXarghky picos MS adicionais, é a
energia de colisdo empregada no modo MS. Um valotonbaixo pode favorecer a
formacao de agregados de ions. Se o valor for reletado ird provocar a degradacéo,
em algum grau, da amoxicilina. Também deve ser damcia atencdo especial para a
formagéo da amoxicilina dicetopiperazina. A molécapresenta grande similaridade
com a amoxicilina. Se ela se formar durante a s&m meio acido, podera haver
coeluicdo com a AMX. Se isso ocorrer, 0 espectro/NI& obtido para AMX na
verdade sera o resultado da sobreposicdo de dpésctess MS/MS de substancias
distintas, o que dificulta muito a interpretacds dagmentos. Uma alternativa seria
conduzir a analise em modo negativo (ESI-), maseéigp avaliar previamente se ira

ocorrer a ionizacdo da AMX nessa condicao.

Para a identificacdo de metabdlitos desconhecidos @ previstos, se faz
necesséario melhorar o processo de purificacdo destaan pois o leite € uma matriz
muito complexa. Quando muitas substancias descmfa@seestéo presentes, é dificil de
distinguir os alvos. Para fins de quantificacad®t&X em leite, o protocolo empregado
mostrou-se adequado, apesar das ressalvas apoatdeldsrmente.

A realizagdo de estudos com a adicdo de amoxicdimdeitein natura é
bastante relevante para avaliar o comportamentdM& ao longo do tempo nessa
matriz. O emprego de concentracOes elevadas dbiG@md pode facilitar muito a
identificacdo de picos referentes a produtos destoamacdo que venham se originar
pela acdo da matriz e ndo pelos processos metabdlic animal. A estratégia de
utilizacdo de concentragdes mais elevadas no exeetdin vivo seria muito util,

porém possui restricoes evidentes.

183



O conhecimento prévio de potencias metabdlitos Iffiogria enormemente a
tarefa de identificacdo. Por isso, seria muito irtgpte tentar prever quais poderiam ser
formados no processo de metabolizacdo da amoxqilélo organismo do animal. De
posse dessa informacéo, avaliar a transferénciaMba para o leite seria uma tarefa
que poderia ser executada sem muitas alteracOgsatosolos de preparo de amostra e

analise aqui empregados.

5. CONCLUSOES

O presente trabalho tem como principal contribuig&stabelecimento de uma
metodologia sistematizada que pode ser empregada g&lucidacdo estrutural de
produtos de transformacdo/degradacdo de farmacoasdehumano e veterinario,
especialmente quando submetidos a processos exisla@vancados. Porém, o seu uso
nao se restringe apenas a esse caso. A represeptagimatica da Figura 19 resume
bem a estratégia que esta sendo proposta. A metpdofoi empregada para a
identificacdo de produtos de transformacao/degéamlacda rosuvastatina,
sulfametoxazol, ciprofloxacino e norfloxacino eresultados alcangcados foram bastante
satisfatorios. A sistematica aqui proposta poderaeto Util nas etapas de planejamento
e de execucdo dos experimentos. Também cabe aessaltontribuicdo inédita
proveniente do estudo aprofundado dos produtosadsformacéo/degradacdo gerados
a partir da fotocatélise da rosuvastatina na pgasda ZnO. Os dez principais produtos
de transformacao/degradacao identificados nediallra ainda ndo estavam reportados
na literatura.

Cabe ressaltar que com a aplicacdo da metododagiaproposta também foi
possivel identificar inimeros produtos de transtoy@w/degradacdo de fotélise que
ainda ndo estavam reportados na literatura: trés goaulfametoxazol (além de outros
dois potencialmente novos em que nao foi possétabelecer a estrutura), cinco para o
ciprofloxacino (além de outros dois potencialment&os em que nao foi possivel
estabelecer a estrutura) e doze produtos transf@ofdegradacédo da fotdlise direta do
norfloxacino, além de um potencialmente novo. Ohecimento desses produtos de
transformacao/degradacéo € importante para estledloapacto ambiental proveniente

da utilizacdo desses antibidticos.

184



Outro resultado importante € que o estudo realizetabeleceu as principais
particularidades e dificuldades envolvidas na apalda amoxicilina e dos seus
metabolitos, através da cromatografia liquida amtgpla espectrometria de massas,
especialmente em relacdo a quantificagdo de AMXeam. Esses resultados podem
contribuir para aprimorar o controle de residuossdemedicamento em produtos de
origem animal, o que gera um impacto relevantemesanismos publicos que visam
preservar a saude humana. Outras contribuicdes tlabalho sdo descritas a seguir.

As técnicas de cromatografia liquida acopada actgpeetria de massas LC-Q-
TOF MS e LC-Q-TOF MS/MS que foram empregadas detramasn ser adequadas a
identificacdo e quantificacdo de produtos de t@nshicdo oriundos de processos de
fotOlise e fotocatalise de farmacos.

A guimica computacional possui grande potencialcrramenta auxiliar para
a identificagdo dos produtos de transformacado. riRorEnda € necessario realizar
estudos mais aprofundados para que se possa estbptotocolos especificos que
simulem de forma fidedigna o meio e as reacfesogoerem durante 0S pProcessos
oxidativos avancados (fotélise e fotocatélise, qaeam o foco deste trabalho),
especialemente em relacao a formagédo e mecanismeagho dos radicais hidroxila.

No sistema empregado para a fotocatélise se ohse&mwe ocorre reacdo da
rosuvastatina com o ZnO antes mesmo de se dao iatciprocesso fotocatalitico. A
reacao da RST com o catalisador resultou na forondg&omplexos com zinco.

Foram identificados dez produtos de transformag@patiacdo provenientes da
fotocatdlise da rosuvastatina com o6xido de zinca.dsterminacdo das estruturas dos
produtos de transformacao designados por TP2, THEL8 foram empregados calculos
ab initio. Os valores de energia obtidos para os diferestameros deram suporte
adicional para a definicAo da posicdo mais provalelse encontrar a hidroxila
proveniente do processo oxidativo avancado. Oufposdutos minoritarios da
fotocatalise heterogénea da RST com ZnO foram wades, mas nao foram
identificados.

Os dados sugerem gque a fotocatalise da RST comsgQ@e uma cinética de
pseudo-primeira ordem. Nove dos dez TPs identifisagmlcancam uma concentracao
maxima em, aproximadamente, 5 minutos de fotosatalh concentracdo dos TPs
diminui drasticamente apds 30 minutos, exceto 30 ¢k TP1, que permanece com a
sua concentragdo praticamente constante até 2G@tamjrpara depois ser degradado

completamente até, aproximadamente, 300 minutos.
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Foram identificados 10 principais produtos de fti@mmsacdo na fotdlise do
sulfametoxazol em meio aquoso, apesar de nadoderpsissivel elucidar as estruturas
de todos eles. Outros produtos minoritarios fordreeovados, mas nao identificados.
Os valores de energia obtidos através de cal@lasitio sugerem que a hidroxila no
TP10 esta localizada na posicdo meta em relacdgr@mo NH ligado ao anel
aromatico, porém quando se considera 0 mecanismeagéao radicalar, a posicdo mais
favoravel para a entrada da hidroxila seria naggosorto em relacdo ao grupo e
que levanta duvidas em relacdo aos resultedsiico para o caso em questéo.

A andlise das amostras de ciprofloxacino submetifimtdlise em meio aquoso
resultou na identificacdo de quinze principais ptod de transformacéo. Observou-se a
presenca de inumeros outros produtos minoritatesngo foram estudados.

Foram identificados quinze principais produtosrdesformacao da fotdlise do
norfloxacino em meio aquoso. Outros produtos desfommacdo minoritarios também
foram observados, porém néo foram estudados.

Durante os processos de fotélise e fotocataliserem reacdes inespecificas, 0
qgue leva a formacédo de muitos produtos de transigéio especialmente de compostos
hidroxilados.

A técnica de espectrometria de massas em modo M& equipamento do
tipo triplo-quadrupolo, em alguns casos, pode delgumas duvidas em relacdo a sua
adequacao para a quantificacdo da amoxicilina feeda ao leite bovino. O estudo
realizado indicou que nas andlises da AMX é preds@r em consideragdo a
possibilidade de degradacédo desse antibiotico tu@mprocesso de preparo e analise
das amostras. A fragmentacdo da amoxicilina naefdetionizacdo deve ser avaliada.
Pode ocorrer a hidrdlise acida da AMX, conduzindorenacédo do isdmero amoxicilina
dicetopiperazina. Caso isso ocorra, poderemos taiagbes nos calculos de
concentracdo e nos valores de razdo entre as @amsaspicos qualificadores e
quantificadores.

O periodo de caréncia de dois dias, que é indigaila o consumo do leite
oriundo de bovinos submetidos ao tratamento conxiitina, € adequado para que o
antibiético atinja uma concentracao inferior aciténmaximo de 4,Qig L™ estabelecido
pela legislacéo brasileira.

A analise da amoxicilina e de seus metabdlitos atrines complexas possui
inUmeras particularidades e dificuldades. A indiddile da AMX, e talvez dos seus
metabdlitos, é um fator relevante que precisa@esiderado. O preparo de amostra que
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€ empregado na quantificacdo da amoxicilina em nMBd ndo é adequado para a
identificacdo de metabolitos desconhecidos em, lpdeem pode ser eficaz investigacao

de metabdlitos ja esperados.
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