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Introducéo

Com a evolucéo tecnoldgica, o surgimento de novas moléculas e o desenvolvimento
industrial, novas tecnologias estdo sendo aplicadas para avaliar o controle de qualidade hidrico,
0 que permite a avaliacdo criteriosa de agentes que anteriormente ndo eram analisados ou se
quer detectados gerando uma falsa sensacdo de protecdo. A ponto que, atualmente, diversas
moléculas e compostos estdo sendo estudados para avaliar a sua ecotoxicidade, potencial de
bioacumulagdo e concentracdo presente no meio ambiente como resultante de a¢Ges antropicas
(BORGES et al., 2016; MONTAGNER; VIDAL; ACAYABA, 2017). A esses compostos foi
dado o nome de Contaminantes Emergentes (CEs).

Estima-se que os CEs sejam em torno de 3 milhdes de moléculas, incluindo produtos
de higiene pessoal, desinfetantes, surfactantes, horménios, pesticidas agricolas, drogas ilicitas,
produtos de degradacdo, subprodutos de desinfeccdo, aditivos da gasolina, desreguladores
enddcrinos, micro e nanoplasticos, farmacos e outros (ASSIS et al., 2020; BORGES et al., 2016;
LIMA et al., 2017; MONTAGNER; VIDAL; ACAYABA, 2017). Com foco na avaliacdo de
farmacos como contaminantes emergentes, existe um destaque para os antibiéticos devido ao
potencial de provocar o desenvolvimento de resisténcia bacteriana (; EUROPEAN
COMMISSION, 2018).

O ciprofloxacino (CIP) é um dos antibacterianos orais mais consumidos no mundo,
segundo o relatorio GLASS (WHO, 2022). Esse farmaco foi caracterizado como agente
genotoxico e, devido a sua baixa biodegradabilidade, pesquisas estdo sendo desenvolvidas em
diversos compartimentos ambientais, principalmente nas aguas residuais e superficiais, a fim
de determinar os riscos e possiveis impactos que o CIP pode causar quando disponivel no meio
ambiente. (AL-AHMAD, A.; DASCHNER, F. D.; KUMMERER, 1999; EUROPEAN
COMMISSION, 2018).

Andlises realizadas em efluentes brutos municipais encontraram 1900 ng L, 3035 ng
Lt e 3496 ng L de CIP na Suécia, Vietnd e Cingapura, respectivamente. No Vietnd, a
concentracdo medida no efluente conferiu a essa regido um Quociente de Risco (RQarm) de
151,8, indicando uma elevada susceptibilidade ao desenvolvimento de resisténcia bacteriana.
Para o esgoto tratado, foi encontrada a concentragio de 260 ng L, nos Estados Unidos, e 591
ng L, na Grécia. (SAHLIN; LARSSON; AGERSTRAND, 2018; TRAN et al., 2019).

Frente a dificuldade de remocao dos antibioticos pelos tratamentos convencionais das
estagdes de tratamento, o residuo remanescente do CIP no efluente tratado desemboca nas aguas
superficiais e a concentracdo € ainda maior nas regides onde ndo ha tratamento dos efluentes
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(ARSAND et al., 2020; MAHMOOD; AL-HAIDERI; HASSAN, 2019; SARAFRAZ et al.,
2020).

Estudo realizado por WATKINSON et al. (2009), em bacia hidrografica a sudeste de
Queensland, na Australia, detectou 1300 ng L* de CIP (WATKINSON et al., 2009).
Concentragdes de 2950 ng L™ e 2745 ng L foram detectadass em rios da Franga e da Polonia
respectivamente (FEITOSA-FELIZZOLA; CHIRON, 2009; WAGIL et al., 2014).

Para essas determinacOes faz-se necessario a aplicacdo de técnicas para preparacao da
amostra que favoreca a separacdo e quantificacdo do composto de interesse, sendo essa etapa
um fator critico para a precisdo do ensaio e representa grande parte do tempo despendido para
0 processo de analise (BADAWY et al., 2022).

Uma vez que este analito encontra-se em baixas concentragdes em amostras
ambientais de agua, a Extracdo em Fase Solida (SPE) é uma técnica amplamente utilizada na
etapa de extracdo do CIP, a fim de concentrar o analito, minimizar os efeitos de matriz ou isolar
a matriz de outros componentes que sejam interferentes para o que se propde (ANDRADE-
EIROA et al., 2016; BADAWY et al., 2022; JARDIM, 2010; LANCAS, 2009).

Nesse contexto, esse estudo tem o propoésito de avaliar os parametros da etapa de
extracdo de ciprofloxacino para a anélise deste contaminante emergente em amostras de aguas
superficiais, empregando a técnica de extracdo em fase sélida (SPE), seguida da analise por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo por fotodiodos (HPLC-PDA).

Material e Métodos

Foram preparadas solucOes padrdo 10 pg L utilizando a Substancia Quimica de
Referéncia (SQR) do ciprofloxacino da marca Sigma-Aldrich®, solubilizada com &gua
ultrapura, ajustada em pH 2,3 com acido fosforico, utilizando o pHmetro Hanna Instrument 902
Automatic Titrator. A extracdo em fase solida foi executada utilizando o cartucho HLB 6cc,
Oasis® aplicando como condicionamento 5 mL de metanol e 5 mL de 4gua ultrapura.

Foi executado um planejamento fatorial fracionério de resolugdo 1V, no qual foram
avaliados os parametros volume da amostra (100 mL a 500 mL), pH da amostra (2 a 6), tipo de
solvente (metanol ou etanol) e volume de solvente eluente (4 mL a 8 mL). O eluato foi seco
utilizando centrifuga a vacuo RVC 2-18 CDplus, Christ, a 30°C.

Os extratos foram analisados por meio de método cromatografico usando HPLC-PDA,
com gradiente de eluicdo da fase mdvel, utilizando os solventes H.PO4 0,1% (v/v) (solvente A)
e etanol grau HPLC (solvente B), com tempo total de corrida de 10 minutos. Foi empregada
uma coluna Zorbax Eclipse Plus C18 Agilent®5 pm, 250 x 4,6 mm, comprimento de onda 278
nm, fluxo de 1,0 mL min, temperatura do forno de coluna 30°C e volume de injecao de 20 pL.

Resultados e Discussao

Na tabela 1 estdo descritos os valores reais dos fatores avaliados no planejamento
fatorial fracionario, e os resultados obtidos através da area do pico cromatogréafico do
ciprofloxacino.
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Tabela 1: Dados do planejamento fatorial fracionario para SPE do ciprofloxacino

Resposta
Ensaios Solventes Volume do pH Volume da Ana?itica
solvente amostra P
(Area)
1 MeOH 4,00000 2,00000 100,00000 83664
2 EtOH 4,00000 2,00000 500,00000 638313
3 MeOH 8,00000 2,00000 500,00000 749777
4 EtOH 8,00000 2,00000 100,00000 167692
5 MeOH 4,00000 6,00000 500,00000 156687
6 EtOH 4,00000 6,00000 100,00000 55109
7 MeOH 8,00000 6,00000 100,00000 58052
8 EtOH 8,00000 6,00000 500,00000 229706
9 (0 MeOH/EtOH 1:1 6,00000 4,00000 300,00000 292781
10 (C) MeOH/EtOH 1:1 6,00000 4,00000 300,00000 375324
11 (C) MeOH/EtOH 1:1 6,00000 4,00000 300,00000 381382

Aplicando a ANOVA (p<0,05) para avaliar os parametros do modelo linear ajustado,
foi possivel verificar que trés dos fatores estudados apresentaram efeitos significativos na
resposta analitica (area da banda cromatogréfica). Eles foram pH, volume da amostra e a
interacdo entre o tipo de solvente e o volume de solvente. Além disso, constatou-se que 0
solvente que apresentou melhores resultados de extracdo para o CIP foi o etanol, uma vez que
foram obtidas as maiores respostas analiticas quando este solvente foi utilizado.

O gréfico de Pareto de efeitos padronizados mostra os fatores e a magnitude do efeito
na resposta (Figura 1), indicando a influéncia das trés variaveis citadas anteriormente.

Figura 1: Gréfico de Pareto dos pardmetros avaliados na SPE do ciprofloxacino
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O fator “volume da amostra” apresentou um pronunciado efeito positivo na resposta,
indicando que a resposta aumenta quando o volume da amostra é estudado no nivel superior do
planejamento. Em contrapartida, o fator “pH” apresentou um forte efeito negativo, sugerindo
que a resposta aumenta quando o pH é estudado no nivel inferior do planejamento. Esse
resultado corrobora com o fato do ciprofloxacino ter um comportamento zwitterionico (LI et
al., 2014) e em pH &cido apresenta aumento da microespécie 3 (Figura 2), intensificando o seu
carter polar, o que favorece a interagdo com o solvente de extracgdo.
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Figura 2: Formagcao de Micro espécies de ciprofloxacino de acordo com pH do meio.
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Fonte: Software MarvinSketch 23.7

Embora o tipo e o volume do solvente de eluicdo ndo apresentasse significancia
quando esses fatores foram estudados isolados, a interacdo entre eles (1 by 2) mostrou-se
significante, com efeito negativo na resposta analitica.

O modelo linear mostrou-se bem ajustado as respostas experimentais. O grafico de
valores preditos versus valores observados indicou que o modelo deixou residuos baixos e
aleatorios (Figura 3).

Figura 3: Correlacdo entre valores preditos e valores observados no planejamento experimental
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Aplicando o gréfico de superficie foi possivel avaliar a direcdo de maxima resposta
para cada um dos fatores significativos. A regido em vermelho escuro é onde esta 0 maximo de
resposta dentro do dominio experimental (Figura 3).
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Figura 2: Superficie de resposta para os fatores significativos (pH, Volume de solvente e volume da amostra)
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Conclusodes

O planejamento executado permitiu verificar que os fatores pH da amostra, volume da
amostra e volume de solvente interferem de forma ativa no processo de extracdo do
ciprofloxacino, por SPE, em agua e devem ser avaliados com maior detalhamento a fim de
estabelecer a melhor condicgdo de extracdo do analito para anélise em aguas superficiais. O fator
tipo do solvente ndo apresentou efeito significativo frente a extragdo, no entanto o maior
resultado analitico foi obtido com o etanol, sendo, portanto, o solvente escolhido para a
extracdo. Visando os principios da quimica analitica verde, esse solvente sera aplicado para
otimizacdo do processo de extracdo que indicard condicdo Otima para obtencdo do
ciprofloxacino residual presente em amostras reais de aguas superficiais.
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