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Otimizacao de um método extragao para o antimicrobiano
ciprofloxacino em cama de aviario

Optimization of an extraction method for the
Ciprofloxacino antimicrobial in poultry litter

RESUMO

Os poluentes emergentes tém despertado interesse decorrente das incertezas quanto aos
possiveis efeitos de suas interagdes com determinadas matrizes ambientais. Os antibidticos
tém se destacado pelo aumento da resisténcia microbiana que impacta diretamente a
salde humana. Neste estudo foi proposto o desenvolvimento de metodologia analitica para
a determinagdo do antibidtico ciprofloxacina (CIP) em cama de aviario. Utilizando de um
delineamento experimental simplex-centroide para a composicdo da fase extratora e para
a otimizacdo das etapas de extracdo foram aplicados um planejamento fatorial completo 23
e posterior delineamento composto central rotacional (DCCR), para adequacgdo do volume
de extrator, tempo de ultrassom e numero de ciclos de extragdo. Os tratamentos sugeriram
uma melhor recuperacdo do analito em torno do acido acético e de suas misturas binarias.
A condi¢do otimizada indicou a composicdo de 53% dacido acético, 40% agua e 7%
acetonitrila como adequada para uma maior recuperacdo da ciprofloxacina. Quanto ao
protocolo de extracdo o DCCR sugeriu valores 6timos quando aplicados 6 mL do extrator,
com tempo de ultrassom de 11 min e 3 ciclos de extra¢des sucessivas. O ensaio de validacao
obteve recuperagdes médias de 110%. Os delineamentos experimentais foram promissores
no fornecimento de condi¢des adequadas para a extragao da CIP.

PALAVRAS-CHAVE: Poluentes emergentes. Extra¢do. Delineamentos experimentais.

ABSTRACT

Emerging pollutants have aroused interest due to uncertainties as to the possible effects of
their interactions with certain environmental matrices. Antibiotics have been highlighted by
the increase in microbial resistance that directly impacts human health. In this study we
proposed the development of analytical methodology for the determination of the
antibiotic ciprofloxacin (CIP) in poultry litter. Using a simplex-centroid experimental design
for the composition of the extractions phase and for the optimization of the extraction
stages, a complete factorial planning 23 and posterior central composite rotational design
(DCCR) were applied to Adequacy of extractor volume, ultrasound time and number of
extraction cycles. The treatments suggested a better recovery of the analyte around the
acetic acid and its binary mixtures. The optimized condition indicated the composition of
53% acetic acid, 40% water and 7% acetonitrile as appropriate for a greater recovery of
ciprofloxacin. As for the extraction protocol, the DCCR suggested optimal values when 6 mL
of the extractor was applied, with an ultrasound time of 11 min and 3 cycles of successive
extractions. The validation test obtained average recoverings of 110%. The experimental
designs were promising to provide adequate conditions for the extraction of CIP.

KEYWORDS: Emerging pollutants. Extraction. Experimental designs.
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INTRODUCAO

A ciprofloxacina (CIP), é um antibidtico da classe das fluoroquinolonas (FQs),
que apresenta caracteristicas de amplo espectro de atividade contra bactérias
gram-positivas e gram-negativas, sendo amplamente empregada na medicina
humana e veterinaria (TURIEL; MARTIN-ESTEBAN; TADEO, 2006). E considerada um
poluente emergente que apresenta significativa estabilidade no meio ambiente.
(JALIL; BASCHINI; SAPAG, 2015).

Na medicina veterinaria, a CIP é administrada na producdo de frangos de
corte, sendo frequente durante o ciclo de produgdo das aves que estas sejam
submetidas a diversas aplica¢cOes de farmacos (FIGUEIREDO, 2015) e, desta forma,
é comum a eliminacdo de parte desses compostos na forma de metabdlitos ou
estruturas inalteradas pelas excretas das aves (USLU et al., 2008), constituindo
parte da cama de avidrio, que frequentemente é utilizada é como fertilizante para
solos cultivdveis. Assim, os residuos dos farmacos presentes nessas amostras
podem causar contaminacdo das matrizes ambientais e o aparecimento de
microrganismos que apresentam resisténcia a esses medicamentos.

O interesse crescente por essas substancias ocorre, principalmente, porque
elas podem apresentar atividade biolégica em concentracdes muito baixas. A
presenca de determinados fdrmacos mesmo que em concentracdes da faixa de
nanogramas por litro (ng L) a microgramas por litro (ug L), podem gerar efeitos
téxicos no ecossistema (MELO et al., 2009). Portanto, conhecer os impactos
ambientais dos residuos de farmacos tornou-se motivo de grande interesse. Assim,
propde-se avaliar o efeito de solventes organicos empregados na etapa de
extracdo, empregando DCCR para 4cido acético, agua e acetonitrila, para extrair
CIP da cama de aviario, além de otimizar as condi¢Ges de extracdo do farmaco em
termos das variaveis: volume de solvente extrator, nimero de extra¢des e tempo
de ultrassom, empregando Planejamento fatorial completo 23 e posterior DCCR
para os tratamentos.

METODOLOGIA

Para o desenvolvimento do protocolo de extracdo e realizagdo dos ensaios
foram empregadas aliquotas de cama coletadas em avidrios da regido oeste
paranaense. No laboratdrio, as amostras foram secas em estufa a 80°C por 24h e
peneiradas em malha de 53 um, para melhor homogeneidade. Posteriormente,
estocadas em frascos fechados e mantidos sob refrigeragdao em congelador. Todos
os regentes utilizados foram de grau analitico: Acido acético (NEON), acetonitrila
(J.T.BAKER), dgua ultrapura (Milli-Q). O padrdo de ciprofloxacina (Sigma-Aldrich),
adquirido foi de grau HPLC com pureza superior a 98,0 %. Foram preparados 100
mL de uma solugdo estoque de 1000 mg/L de ciprofloxacina. Estd foi usada para
todas as aplicagBes necessdrias nos ensaios.

No protocolo de extragao, duplicatas de cada matriz, secas e peneiradas,
passaram por micro extra¢do, auxiliada pelo ultrassom. Aproximadamente 0,5 g de
amostra de cama de aviario foram inseridas em tubos falcon e fortificadas com 500
uL da solucdo estoque de ciprofloxacina 1000 mg/L. Apds 24 h, acrescentou-se a
guantidade de solvente de acordo com o delineamento experimental em cada
estudo. A homogeneizacdao da mistura ocorreu por agitacdao em vortex durante 30
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s. Na sequéncia, as amostras foram levadas ao ultrassom, por 15 min. Para a
separacdo das fases foi empregada centrifugacdo por 15 min a 2000 rpm. O extrato
foi recolhido em um baldo volumétrico de 100 mL, e a amostra resubmetida ou
ndo aos mesmos procedimentos conforme o planejamento experimental
empregado. O extrato final foi avolumado em agua ultrapura e filtrado em filtro de
seringa 0,22 um (nylon, Chromafil®).

Para a quantificacdo do analito nos extratos obtidos foi realizada a medida
de absorbancia através do espectrofotdmetro Uv-Vis, de varredura com feixe
duplo, marca PerkinElmer, modelo Lambda 45, em A= 278 nm. O protocolo de
extracao também foi efetuado com aliquotas de cama de aviario sem fortificacao
de ciprofloxacina, para a obtencao de resultados comparativos.

Para o estudo da influéncia da composicdo do solvente extrator na
porcentagem de recuperacdao do analito foi realizado um planejamento de
misturas simplex-centroide. Foram testadas 2"-1 combinacgdes, sendo n o nimero
de componentes ou varidveis cuja soma é 1 ou 100%, para 3 componentes com
duas repeticGes, totalizando 20 ensaios, (BARROS NETO, SCARMINIO E BRUNS,
2003; MOREIRA et al., 2014). No estudo foi investigada a eficiéncia de extracdo de
5 mL dos solventes: acido acético, acetonitrila e dgua ultrapura e suas misturas
segundo o planejamento delineado. Uma segunda otimizagao, visando adequar o
protocolo de extragdo quanto ao menor emprego de solventes, cujas propor¢des
foram definidas separadamente, o tempo de processamento e o nimero de
extracoes, foi avaliada por meio da aplicacdo de um planejamento experimental
do tipo DCCR. Este foi composto pelo planejamento fatorial completo 23 (22
ensaios), com adicdo de 6 pontos axiais (12 ensaios) totalizando 34 ensaios.

O programa computacional Statistica 10.0 foi utilizado para ajuste dos dados
experimentais aos modelos linear e quadratico, assim como a obteng¢do de curvas
de niveis e a otimizagdo. A valida¢do do modelo mais adequado foi realizada com
base na ANOVA das regressoes e verificagdo da falta de ajuste, a otimizagdo foi
realizada pela andlise da superficie de resposta obtida com identificagdo das
condigdes 6timas para a extragao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A investiga¢do da melhor composigdo de solvente extrator e a otimizagao das
etapas do protocolo de extragao para recuperagao do analito a partir da cama de
avidrio, foi realizada em ensaios de adicdo e recuperacdo dos padrdes, com o
auxilio dos planejamentos simplex-centroide e DCCR 23. Considerando o emprego
dos solventes acido acético, acetonitrila e agua na extracdo em cama de aviario,
pode ser verificada uma recuperagao superior a 50% para o analito em todos os
ensaios, exceto para o ensaio onde foi utilizado apenas dgua. O ensaio onde foi
testada uma mistura bindria de acido acético e agua apresentou a maior
recuperacgao do analito.

Empregando o DCCR 23 para avaliacdo dos efeitos de tempo de ultrassom,
numero de extracGes e volume sobre e recuperacdes de CIP, foram verificadas
recuperagdes superiores a 90% para a maioria dos ensaios, sendo que a condigao
onde se utilizaram 5 mL de solvente extrator, 10 minutos de ultrassom e 3,68 ciclos
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de extragOes apresentou o maior percentual de recuperacao do analito, superior a
160%.

A avaliacdo do efeito do solvente na extragdo do analito da matriz para a
interpretacdo dos resultados obtidos, ocorreu pelo ajuste dos dados a modelos de
mistura linear, quadratico e cubico especial, considerando o planejamento
simplex-centroide. A definicdo do modelo mais adequado ocorreu pela ANOVA de
regressao e pelo teste de falta de ajuste ao nivel de confianca de 95%. A Tabela 1
apresenta a analise de variancia para a modelagem do efeito solvente na matriz.

Tabela 1 — Analise de variancia (ANOVA) para comparag¢do dos modelos linear, quadratico
e cubico no o estudo do efeito da mistura de solventes sobre as recuperagées de CIP em
cama de avidrio.

Modelo GL regressio  GL resiquos ~ p-Valor F calculado R?
Linear 2 17 0,018 5,14 37,70
Quadrético 3 14 0,000 23,34 89,62
Cubico 2 11 0,004 9,62 96,26

SQ=Soma quadrdtica; GL= Graus de liberdade; MQ= Média Quadrdtica.
Feritico (0,05; 2,17) =3,59; Feritico (0,05; 3,14) =3,34 € Feritico (0,05; 2,11) =3,98
Fonte: Autoria prépria, (2019).

O modelo linear foi rejeitado, pois apesar da regressao ter sido significativa
com base no Feaiulado e P-Valor, apresentou valor de coeficiente de determinacao
(R?) inferior a 38% para a ciprofloxacina. A analise de varidncia também indicou
regressao significativa para o modelos quadratico e cubico (p-Valor<0,05 e Feritico<
F calculado), POrém o modelo cubico especial apresentou melhor coeficiente de
determinacdo (R?). Desse modo, a avaliacido do efeito solvente sobre as
recuperagdes, considerou o modelo cubico especial, sendo que o estudo da falta
de ajuste comprovou que o modelo cubico especial se ajusta satisfatoriamente aos
dados experimentais.

O grafico de contorno, representado na Figura 1, gerado pelo modelo cubico
especial, reproduz os efeitos das interagdes entre os solventes e suas misturas.

Figura 1- Grafico de contorno para os efeitos da mistura de solventes sobre as
recuperacoes de CIP preditas pelo modelo cibico em cama de aviario.
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(A) Acido acético; (B) Acetonitrila e (C) Agua.
Fonte: Autoria prdpria, (2019).
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Na Figura 1, o grafico de contorno permite observar as regides de maior
recuperagao do analito em torno do acido acético e de suas misturas binarias. A
condicdo otimizada indicou a composi¢cdo de 53% acido acético, 40% agua e 7%
acetonitrila como adequada para uma maior recuperacao da ciprofloxacina.

A avaliacdo do efeito das varidveis tempo de ultrassom, volume de solvente e
numero de extragdes foi realizada com o auxilio do delineamento experimental
DCCR 23 com a finalidade de estabelecer uma condi¢do 6tima para extracdo do
analito apds definidas as proporgdes ideais na mistura de solventes. As superficies
de resposta apresentadas na Figura 2, permitem uma andlise visual dos efeitos
sobre os percentuais de recuperagao.

Figura 2 — Superficies de resposta para os efeitos das variaveis tempo de
ultrassom, nimero de extra¢des e volume de acordo como modelo quadratico do DCCR
23 sobre as recuperagdes de CIP em cama de avidrio.

Fonte: Autoria propria, (2019).

As varidveis do nimero de extracdes e volume de solvente, apresentaram o
comportamento proporcional, sendo que quanto maiores, melhores sdo as
recuperacgdes, sendo que a regido com maior recuperacao do analito situa-se em
torno do ponto central. Quanto ao protocolo de extracdo o DCCR sugeriu valores
6timos quando aplicados 6 mL do extrator, com tempo de ultrassom de 11 min e
3 ciclos de extra¢des sucessivas. O ensaio de validacdo obteve recuperagdes
médias de 110%.

CONCLUSAO

Referente a avaliacdo do efeito de solventes organicos empregados na etapa
de extracgdo, o planejamento de misturas simplex-centroide mostrou-se adequado
no estudo do efeito da proporgao entre os solventes acido acético, acetonitrila e
agua na composicdao da fase extratora, pois o modelo cubico especial foi
significativo ao nivel de confianga de 95% para o analito. Quanto a otimiza¢do das
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condicbes de extracdo do farmaco em termos das variaveis, o DCCR 23 para estudo
do tempo de ultrassom, volume de solvente e nimero de extra¢des forneceu,
dentro dos niveis estudados, a melhor opg¢ao nos valores de recuperagdo ao nivel
de significancia de 95%, para a recuperagao da CIP em cama de aviario.
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