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RESUMO

A presenga de alguns contaminantes derivados de compostos farmacéuticos em
ambiente aquatico pode resultar em desequilibrios ambientais. Por exemplo, antibi6ticos
podem causar resisténcia bacteriana e alguns farmacos sdo conhecidos como interferentes
endocrinos nos organismos vivos. A ineficcia dos tratamentos convencionais de efluentes na
remocdo desses poluentes impulsionou o desenvolvimento de processos alternativos mais
eficazes na degradacdo. Neste trabalho, avaliou-se por LC-ESI-QToF/MS a fotodegradacéo
de ciprofloxacino e enrofloxacino, antibidticos da classe das fluoroquinolonas, quanto aos
produtos formados e a eficiéncia do processo simulando as condi¢des de um efluente (matriz
complexa e baixa concentracdo do poluente). Primeiramente, efetuou-se a fot6lise do farmaco
a 10 mg L™, para permitir a analise dos subprodutos formados. Para cada farmaco, foram
identificados 10 intermediarios resultantes da fotdlise, formados principalmente por reacdes
de substituicdo do atomo de fltor, abertura e oxidacdo simples do anel piperazinico, abertura
do anel ciclopropilico, descarboxilacdo e, especialmente para o enrofloxacino, reaces de
oxidacdo no grupo etila do anel piperazinico e remocdo deste grupo, formando o proprio
ciprofloxacino. Alguns produtos de degradacdo do ciprofloxacino foram mais facilmente
detectados apenas apds a pré-concentracdo da amostra, indicando a importancia dessa etapa.
A fim de avaliar a fot6lise do farmaco em menor concentracdo, foi desenvolvido um método
de extracdo em fase solida (SPE) com o objetivo de pré-concentrar as amostras e permitir a
sua analise cromatogréafica. Na triagem do método de SPE, foram avaliadas as combinacGes
de cinco fases solidas (Oasis HLB, Strata-X, Strata-XA, Chromabond HR-X e Chromabond
HR-XA) com seis solventes (ACN, ACN &cida, ACN alcalinizada, MeOH, MeOH acido e
MeOH alcalinizado). Como a fase Oasis HLB com eluicdo de ACN apresentou melhor
recuperacdo para a amostra contendo o ciprofloxacino e seus produtos, o protocolo
desenvolvido consistiu no uso dessa fase com elui¢cdo sequencial de ACN acidificada, ACN
pura e ACN alcalinizada. Em contrapartida, os valores das recuperacfes do enrofloxacino e
seus intermediarios foram bastante dispersos, dificultando a escolha do melhor sorvente e
eluente. O protocolo desenvolvido consistiu no acoplamento dos cartuchos contendo a fase
Oasis HLB seguida pela fase Chromabond-HRX com elui¢do sequencial usando-se ACN e
MeOH. Para se analisar o perfil de degradacéo dos farmacos a 0,01 mg L™, submeteram-se as
amostras aos protocolos de SPE antes da andlise cromatografica. Os farmacos apresentaram
diferentes comportamentos na fotolise. O ciprofloxacino estava abaixo do limite de deteccdo

apos 20 minutos de fotélise mesmo em matriz de efluente, enquanto que para o enrofloxacino,



os perfis de degradacdo em agua e esgoto labmade foram distintos, sendo de 20 e 40 minutos
respectivamente o tempo em que o enrofloxacino ndo era mais detectado. Além disso, alguns
subprodutos do enrofloxacino ndo foram degradados mesmo ap6s 1 hora sob radiacdo UV, e é
constatada na literatura a toxicidade do produto persistente identificado com m/z nominal 374.
Para o ciprofloxacino, a fotolise mostrou-se eficiente na degradagéo do ciprofloxacino. Paro o
enrofloxacino, no entanto, estudos sobre ecotoxicidade dos subprodutos, além da
fotodegradabilidade dos mesmos em agua e do enrofloxacino em matriz complexa devem ser

realizados.



ABSTRACT

Pharmaceuticals as contaminants might result damages in the environment. For example,
antibiotics may cause resistance in bacterial population and some pharmaceuticals are known
as endocrine disruptors in animals. As those compounds are not biodegradable in wastewater
treatment plants, alternatives processes have been developed to remove those contaminants
from effluents. In this work, the photodegradation of two fluoroquinolones, ciprofloxacin and
enrofloxacin, were evaluated by LC-ESI-QToF/MS. The degradation products formed and the
process efficiency in samples simulating the conditions of wastewater (pollutant low
concentration and complex matrix) were analyzed. First, photolysis of 10 mg L™ drug
concentration were performed to analyze photodegradation products. For each
fluoroquinolone, ten products were detected and their structures were identified. They were
formed by replacement of fluorine atom, piperazinyl ring cleavage and oxidation, cyclopropyl
ring cleavage, decarboxylation and, especially for enrofloxacin, piperazinyl ring ethyl group
oxidation and removal, forming ciprofloxacin itself. Some ciprofloxacin photodegradation
products were easier detected after sample pre-concentration, evidencing the importance of
this step. Before low concentration photolysis evaluation, solid-phase extraction (SPE)
methods were developed to pre-concentrate the samples and allow their chromatographic
analyzes. In screening the best SPE method, combinations of five extraction phases (Oasis
HLB, Strata-X, Strata-XA, Chromabond HR-X and Chromabond HR-XA) with six solvents
(pure ACN, acid ACN, alkalized ACN, pure MeOH, acid MeOH and alkalized MeOH) were
evaluated. For ciprofloxacin degraded sample, the protocol consisted of Oasis HLB phase and
sequential elution with acid ACN, pure ACN and alkalized ACN. For enrofloxacin, despite
being difficult selecting the solid phase and eluent due to the heterogeneity of recuperation
values, the protocol based on coupling Oasis HLB and Chromabond HR-X cartridges and
sequential elution with ACN and MeOH. The degraded samples at 0.01 mg L% of
fluoroquinolone were extracted by the protocols developed and then analyzed by liquid
chromatography coupled with mass spectrometry. Ciprofloxacin was bellow detection limit
after 20 minutes of photolysis even in labmade wastewater matrix, while degradation profiles
of enrofloxacin in water and wastewater were different. In the first matrix, it took 20 minutes
to enrofloxacin not being detected and in the complex matrix 40 minutes. Also some
enrofloxacin products were not degraded after one hour of UV irradiation and the persistent

product identified with nominal m/z 374 is related to toxicity. Ciprofloxacin degradation by



photolysis demonstrated efficiency; however, more studies about enrofloxacin products
toxicity and photodegradability, especially in complex matrix, are needed.
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento tecnoldgico proporcionou para a sociedade, a primeira andlise,
uma melhor qualidade de vida, oferecendo conforto e maior expectativa de vida. Por outro
lado, esse desenvolvimento foi acompanhado de inimeros problemas contemporaneos, como
as mudancas climaticas, os desastres ambientais, o esgotamento de bens naturais e fontes
energeéticas, a escassez da &gua potavel, a geracdo e o despejo de poluentes tdxicos no
ambiente. Tendo em conhecimento tais consequéncias nocivas ao meio ambiente, um novo
conceito de desenvolvimento econémico foi elaborado, o desenvolvimento sustentavel, no
qual a preservacdo do meio ambiente é considerada. Deve-se ainda reconhecer o limite dos

recursos naturais e planejar o seu uso de modo a ndo comprometer as geracdes futuras.

A agua é um recurso natural imprescindivel, que além de essencial aos organismos
Vivos, ela € necessaria economicamente na agropecuaria, na industria e na geracao de energia
elétrica. Devido a sua importancia, estudos quanto a qualidade da &gua e sua preservagao
estdo sendo desenvolvidos, propondo processos industriais mais eficientes, com menor
consumo de agua, e retso, minimizacdo e tratamento dos residuos liquidos. Apesar do avanco
nessas pesquisas, acdes béasicas quanto ao consumo consciente da agua ainda sao
negligenciadas. Além do desperdicio da agua tanto no consumo doméstico quanto no uso
industrial, em diversas regides ainda ndo ha tratamento adequado do efluente, que é

descartado diretamente em corpos d’agua, propagando a poluicéo.

Com o avanco da quimica organica de sintese, diversas moléculas foram sintetizadas,
muitas delas com aplicacdes interessantes a atividade humana, como os pesticidas, que
aumentam a produtividade das culturas, farmacos, que possibilitam a prevencdo e o
tratamento de muitas doencas, polimeros, que constituem inimeros materiais do dia a dia.
Concomitantemente, surgiram novos poluentes denominados contaminantes emergentes,
cujos efeitos ecotoxicoldgicos ainda estdo sendo estudados e por isso ndo estdo incluidos na
rotina de monitoramento pelos 6rgdos regulamentadores. No entanto, é compreensivel que o
consumo de agua contendo residuos de poluentes farmacéuticos, por exemplo, possa resultar
em efeitos adversos ao organismo. Futuramente, com dados concretos sobre potenciais riscos
ao meio ambiente e a saude humana, pode haver regulamentagdo quanto o monitoramento

desses contaminantes em matrizes ambientais.

A fim de preservar o meio ambiente e 0s organismos dos efeitos nocivos, deve ser

tomado um conjunto de ac¢des por toda a sociedade. A educacdo ambiental da populagéo é o



primeiro passo para reduzir a polui¢do. Deve-se ainda considerar a poluigdo ja existente e
investigar seu tratamento adequado, além de substituir substancias toxicas por aquelas que
ndo o sdo. Esses aspectos devem ser abordados simultaneamente de modo que realmente haja

a remediacdo da poluicao.

A principal fonte de emissdo de poluentes farmacéuticos no meio ambiente aquatico é
o efluente doméstico, que passa por tratamentos ineficazes na degradacdo de tais compostos.
O reGso da agua tratada nas estacdes, apesar de ser uma solucdo adequada para o
gerenciamento sustentdvel da agua, propicia uma fonte de contaminacdo direta desses
poluentes aos consumidores. Assim, processos especificos de remogdo desses poluentes
devem ser desenvolvidos e inseridos nas estacdes de tratamento. No entanto, é evidente que a
implementacdo desses processos podera levar a um aumento do custo do tratamento de

efluente.

Dentro desse contexto, o presente estudo tem como objetivo avaliar a fot6lise como
método alternativo de degradagdo de ciprofloxacino (CIP) e enrofloxacino (ENR),
representados na Figura 1, ambos antibioticos da classe das fluoroquinolonas. Analisaram-se
por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-ESI-QToF/MS) os
subprodutos formados ao longo da fotélise e a eficiéncia do processo em matriz complexa,
simulando um efluente real. Foi desenvolvido também um método de extracdo em fase sélida

(SPE) da amostra contendo os produtos de degradacao para permitir a analise cromatografica.

Figura 1 - Estruturas quimicas do enrofloxacino e ciprofloxacino.
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2 DESENVOLVIMENTO

CAPITULO 1 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

A Quimica Verde, cujo movimento iniciou-se no inicio dos anos 1990, tem como
objetivo viabilizar processos e produtos de modo a eliminar ou minimizar os impactos
negativos ao meio ambiente, por meio de estudos que visam aumentar a seguranca dos
processos e contribuem para solucionar questdes contemporaneas como mudanca climatica,
producdo de energia, disponibilidade de recursos hidricos, producdo de alimentos e emisséo
de substéncias toxicas ao meio ambiente.(1) Resumidamente, os 12 principios da Quimica
Verde abrangem o consumo de fontes renovaveis ou recicladas de matéria-prima, o aumento
da eficiéncia energética ou o uso de menos energia para produzir a mesma ou maior
quantidade de produto de interesse e evitar o uso de substancias persistentes, bioacumulativas
e toxicas.(2) Estudos que tangem a preservacdo ambiental, desde a diminuicdo da geracdo de
residuos nos processos até o redso e tratamento dos residuos gerados, vém-se tornando mais

frequentes.

O desenvolvimento da quimica analitica instrumental proporcionou instrumentos mais
sofisticados e sensiveis, 0 que possibilitou estudos quanto a presenca de poluentes antes nao
detectaveis na agua. Os primeiros estudos referentes a presenca de compostos farmacéuticos
no meio ambiente datam da década de 1970. Hignite e Azarnoff (3) detectaram a presenca de
metabdlitos ativos de clofibrato e da aspirina em esgoto por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas. Desde entdo diversos estudos foram realizados, detectando esses
poluentes em uma variedade de matrizes como rios, lagos, lencdis freaticos e inclusive em
agua potavel em diversos paises. Seifrtova et al.(4) compilaram os métodos de preparo de
amostra e de extracdo de diferentes grupos farmacol6gicos em uma variedade de matriz que
foram relatados na literatura. Predominantemente a técnica de preparo de amostras empregada
foi a extracdo em fase sélida (SPE), sendo a cromatografia liquida acoplada a espectrometria

de massa sequencial usada na etapa de separacéo e deteccao.

Esses micropoluentes, também conhecidos como emergentes, sd0 na maioria
compostos organicos sintéticos, como o0s farmacos, cujo comportamento, distribuicdo e
efeitos no meio ambiente ainda ndo sdo totalmente compreendidos, apresentando risco ao
ambiente e ao ser humano. Além disso, tais poluentes sdo considerados persistentes e podem
estar relacionados a bioacumulacdo no meio ambiente, visto que apresentam estruturas

quimicas complexas e atividade bioldgica, dificultando a sua degradacéo.
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Apesar de serem detectados em baixas concentracdes (na ordem de ng L™ a pug L™),
esses poluentes podem provocar desequilibrios ambientais devido a atividade biol6gica que
apresentam. Muitos desses poluentes sdo conhecidos como interferentes endocrinos, que
podem alterar o sistema enddcrino. Sabe-se ainda que a presenca de antibidticos no meio
ambiente pode causar a resisténcia bacteriana, dificultando o tratamento de doengas e
exigindo doses mais elevadas ou o uso de antibidticos mais potentes.(5) De fato, um estudo
realizado no Japdo detectou em um rio de Osaka a presenca de um gene resistente ao

antibiotico da classe das fluoroquinolonas.(6)

A introdugdo de compostos farmacéuticos no meio ambiente deve-se a diversas rotas,
como ilustradas na Figura 2. Uma das principais rotas de contaminacdo é o efluente
doméstico.(7) Além do medicamento descartado incorretamente nos lixos comuns e vaso
sanitario, a urina pode conter o composto ativo inalterado juntamente com seus metabdlitos,
visto que o organismo n&o é capaz de absorvé-lo completamente. O efluente doméstico muitas
vezes ¢ diretamente langado em corpos d’agua devido a ausé€ncia de estagdes de tratamento de
efluentes. Quando sdo submetidos aos tratamentos, que se baseiam em processos fisico-
quimicos e degradacdo biologica, esses xenobidticos ndo sdo totalmente degradados, pois
alguns processos fisico-quimicos apenas transferem o poluente da fase liquida a fase sélida e
a complexidade das estruturas quimicas e atividade bioldgica desses compostos dificultam a
acao dos microrganismos.(8) Gobel et al. (9) avaliaram a remogdo dos antimicrobianos
macrolideos, sulfonamidas e trimetropim por tratamentos convencionais de efluentes e
verificou-se uma baixa eliminacdo de 20 %. Outros estudos investigaram a eficiéncia de
alguns métodos fisico-quimicos, como clarificagdo, coagulacdo, floculacdo, sedimentacdo e

filtracdo, na remocdo de diversos antimicrobianos e obtiveram a mesma baixa eficiéncia.(10)

Outra fonte de contaminacdo provém da utilizacdo de medicamentos na agricultura e
na criacdo animal para tratamento de doencas ou como agentes profilaticos. Os dejetos
animais muitas vezes sdo aplicados diretamente no solo como fertilizantes e os metabdlitos
presentes podem ser transferidos ao sedimento ou a corpos d’agua.(7) Além disso, o efluente
industrias farmacéuticas pode conter compostos farmacéuticos persistentes aos tratamentos, e

serem langados nas &guas superficiais.
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Figura 2 - Rotas de contaminacgéo de compostos farmacéuticos.
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Fonte: Adaptado de BILA, D. M., 2003.(7)

No Brasil, apesar de ser estabelecido o limite maximo de residuo de drogas
veterinarias que diversos alimentos de origem animal podem conter (11), ndo ha legislacdo
referente a presenca desses residuos em efluentes a serem lancados no meio ambiente e,
portanto, ndo ha controle sobre esse tipo de contaminagdo. No entanto, em 2011 a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) publicou a resolugdo RDC N° 20/2011 que
proibe a venda de antimicrobianos sem prescricdo médica, com intuito de controlar o

desenvolvimento da resisténcia bacteriana.(12)

Visando eliminar esses poluentes dos efluentes, processos alternativos de degradacao
estdo sendo desenvolvidos. Devido a persisténcia desses compostos, foram propostos os
processos oxidativos avancados (POASs), que se baseiam na geracdo in situ de radicais
hidroxilas (*OH), pouco seletivos e altamente oxidantes com potencial de reducéo de 2,73 V
(em relacdo ao eletrodo-padrdo de hidrogénio, EPH), valor muito acima de oxidantes
convencionais. Esses radicais podem ser produzidos via fotolise, fotdlise de peroxido de
hidrogénio, ozonizacdo, fotocatalise heterogénea, Fenton, foto-Fenton, entre outros.(8)
Vasconcelos et al. (13) avaliaram a eficiéncia na remocgdo de ciprofloxacino de efluente

hospitalar por meio de diferentes POAs, como oxidacdo fotoinduzida, fotocatélise
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heterogénea, ozonizacdo e peroxdnio (0zdnio com peroxido de hidrogénio). Todos os
processos mostraram-se bastante eficientes, com degradacdo quase total do antimicrobiano e
de forma mais rapida do que os tratamentos convencionais. Os POAs podem nao levar a
mineralizacdo total dos antibi6ticos nos efluentes, no entanto seus produtos de degradacéo
podem ser mais suscetiveis a biodegradagdo, e quando combinados ambos os métodos, pode
se obter a sua remocao, como foi verificado por Malato et al.(14) Em seu trabalho, o processo
foto-Fenton solar foi combinado com o tratamento bioldgico e a degradacéo total do &cido
nalidixico foi obtido com 90% de mineralizacdo, concluindo que, nas condi¢bes
experimentais em que se foi realizado o estudo, a aplicagdo de foto-Fenton antecedendo o
tratamento bioldgico induziu no aumento da biodegradabilidade do efluente.

Em contrapartida, alguns trabalhos constataram o0 aumento da ecotoxicidade do
efluente apos o tratamento por POAs, indicando que os produtos de degradacao podem reter a
atividade funcional do composto original, bem como apresentar maior ecotoxicidade.(13)
Assim, torna-se importante avaliar ndo somente a eficiéncia da remogdo do farmaco, mas

também os intermediarios formados ao longo do processo.

Embora existam diversos estudos referentes a degradacéo de farmacos por POAS, séo
poucos aqueles que reproduzem as baixas concentracdes e a complexidade matricial em que
sdo encontrados. Quando a matriz real ndo € reproduzida, perdem-se informac@es referentes
as interacBes entre o poluente e os componentes da matriz, que podem influenciar no
comportamento do poluente ao longo do processo. A degradacdo em alta concentracdo €
conveniente para verificar a eficiéncia do processo e na caracterizacdo de produtos formados.
No entanto, a concentracdo do composto farmacéutico a ser degradado influencia em diversos
parametros reacionais, alterando a cinética de reacdo e podendo até resultar em diferentes
subprodutos de degradacdo. A degradacdo em baixa concentracdo gera intermediarios em
niveis de deteccdo ndo traceis convencionalmente, e a matriz complexa pode apresentar
muitos interferentes analiticos. Empregando-se técnicas de preparo de amostra, 0 problema
pode ser contornado fortificando-se a amostra e removendo possiveis interferentes da matriz

em que o analito esta presente.

A extracdo em fase sélida (SPE) é uma técnica de preparo de amostra que se baseia
nos mecanismos de separagdo da cromatografia liquida classica. Em geral, as etapas
envolvidas na SPE, ilustradas na Figura 3, sdo condicionamento do cartucho, adicdo da
amostra, remocao dos interferentes e eluicdo do analito. O condicionamento do cartucho

consiste na ativagdo da fase sdlida por meio de um solvente, que pode variar para cada
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material extrator. Apds a adicdo da amostra, usa-se um solvente que ndo tenha forca de
eluicdo capaz de eluir os analitos de interesse, para remover 0s interferentes presentes na
matriz. Para eluicdo do analito, emprega-se um solvente de maior interacdo com o composto,
mas que nao arraste simultaneamente os interferentes que néo foram retirados do cartucho na

etapa anterior.(15)

Figura 3 - Etapas da SPE.
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Fonte: Adaptado de LANCAS, F. M. (15)

Os mecanismos de separacdo estdo associados as intera¢des quimicas e fisicas atuantes
entre as moléculas do analito, da fase sélida e do solvente. As principais intera¢fes sdo do
tipo ligagdo de hidrogénio, forgas ionicas e forgas de disperséo, e sdo derivadas das
propriedades fisico-quimicas das moléculas.(15) Portanto se a estrutura quimica da molécula
do analito é conhecida, simplifica-se a escolha de fase solida e solvente apropriados. Por outro
lado, se a amostra contém uma diversidade de analitos desconhecidos, como no caso de uma
amostra contendo diversos subprodutos de degradacédo, a extracdo torna-se mais complexa,
visto que pode necessitar de diferentes tipos de interaces.

As fluoroquinolonas (FQs) sdo agentes antimicrobianos de amplo espectro de acdo
contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas bastante utilizadas na medicina humana e
veterinaria. Sao empregadas no tratamento de infecgdes no trato urinario e também em casos

em que a infeccdo é resistente a maioria dos antibidticos ja estabelecidos. Por exemplo, os
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microrganismos que adquiriram resisténcia a penicilina sdo passiveis a acGes das FQs, por
atuarem de modo distinto. O primeiro antibiotico da classe das quinolonas foi sintetizado nos
anos 60, o &cido nalidixico, cuja estrutura quimica esta representada na Figura 4. Como 0s
microrganismos rapidamente adquiriram resisténcia a esse composto, novos analogos foram
sintetizados. Descobriu-se que a adicdo de um atomo de flior na posicdo 6 aumenta a
atividade antimicrobiana e de um anel piperazinico na posicdo 7 aumenta a absor¢éo via oral,
distribuicéo e estabilidade metabdlica. O mecanismo de acdo das FQs baseia-se na inibicéo da
enzima topoisomerase, que atua nos processos de empacotamento e replicagdo do DNA.
(16,17)

Figura 4 - Estrutura quimica do &cido nalidixico.

Em alguns estudos sobre o padrdo de consumo de antimicrobianos nos hospitais
brasileiros, constatou-se que a FQ é uma das classes mais consumidas.(18,19) As FQs sédo
excretadas inalteradas pelo organismo (geralmente uma parcela menor que 25 % ¢é
metabolizada) e portanto a sua ocorréncia no meio ambiente é esperada. Como a principal
fonte de emissdo de farmacos no meio ambiente é o efluente doméstico e hospitalar, a
presenca desses antibioticos nas daguas superficiais estd correlacionada a densidade
populacional. A presenca de FQs foi constatada em diversos paises europeus, asiaticos e

americanos.(20)

Lydy et al. (21) avaliaram a ecotoxicidade desses compostos e as FQs mostraram-se
toxicas a algumas espécies de cianobactérias e plantas aquaticas. Embora as FQs ndo tenham
se mostrado toxicas para peixes mesmo em elevada concentracdo, eles apresentaram aumento
de peso, pois essas substadncias agem como promotores de crescimento, reduzindo a
quantidade de bactérias prejudiciais. Desse modo, muitas aquiculturas empregam as FQs
como promotores de crescimento (21) e nesses casos, 0s antibidticos sdo diretamente langados

na agua.

Assim como para a maioria dos farmacos, o tratamento convencional de efluentes é
ineficaz na degradacdo das FQs, que apresentam resisténcia a hidrolise e ao aquecimento
devido a estabilidade quimica do anel heterociclico, tornando-as contaminantes altamente
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persistentes. No entanto, a classe é bastante suscetivel a processos fotoliticos e a irradiacdo
promove a remogdo do fldor e a oxidagdo da amina na cadeia lateral.(20) Assim, foi proposta
a fotolise do ciprofloxacino e enrofloxacino, duas FQs bastante empregadas na medicina

humana e veterinaria respectivamente, como método alternativo de sua degradacéo.



17

CAPITULO 2 - PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
2.2.1 Padroes e Reagentes

Os padrdes de ciprofloxacino (= 98%) e de enrofloxacino (= 99%) foram adquiridos de
Sigma Aldrich, os solventes acetonitrila (ACN) e metanol (MeOH), ambos de grau HPLC, de
Tedia, o &cido fosférico P.A. de Synth e hidroxido de amonio P.A. de Chemis. A agua

utilizada foi purificada em sistema Milli-Q de Millipore.

O esgoto labmade trata-se de um substrato sintético simulando as caracteristicas de um
esgoto sanitario real. Esse meio foi preparado como descrito por Torres (22), tendo a sua

composicao descrita na Tabela 1.

Tabela 1 - Composi¢do do esgoto labmade (substrato sintético simulando esgoto sanitério)

Composicéo Quantidade para 1l L
Sacarose 35,0 mg
Amido 114,0 mg
Extrato de carne 208,0 mg
Oleo de soja 51,0 mg
NaCl 250,0 mg
MgCl,.6H,0 7,0 mg
CaCl,.2H,0 4,5mg
NaHCO; 200,0 mg
Detergente 3 gotas

Fonte: Torres (1992). (22)

Os sorventes Strata-X e Strata-XA foram adquiridos de Phenomenex, os sorventes
Chromabond HR-X e Chromabond HR-XA de Macherey-Nagel e o sorvente Oasis HLB de

Waters. Os filtros (frits) de polietileno foram adquiridos de Analitica.

2.2.2 Execucdo da fotolise

As fotolises foram efetuadas em reator de capacidade de 250 mL, encamisado e
acoplado a um sistema de recirculagdo, que manteve a temperatura constante em 25 °C. A
solucdo esteve em constante agitacdo por meio de um agitador magnético. A fonte de radiacéo

ultravioleta consistiu em lampada de vapor de mercurio UV-C 9 W, cujo espectro de emissao
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estd ilustrado na Figura 5.(23) O ciprofloxacino e enrofloxacino absorvem na regido de 230 a
350, com comprimento de onda maximo em 274 nm.(24)

Figura 5. Espectro de emissdo da lampada utilizada no trabalho.
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Fonte: Ferreira, T. C. R., 2014. (23)
2.2.3 Avaliacdo da fotdlise do farmaco em alta concentracéo

Como estudo inicial da fotolise do ciprofloxacino e enrofloxacino, 250 mL de solucao
10 mg L™ do farmaco em 4gua ultrapurificada Milli-Q foram submetidos a 6 horas de fotélise.
Retiraram-se aliquotas de 1,5 mL nos tempos 0, 5, 10, 15, 20, 30 min, 1, 2, 3, 4, 5 e 6 horas, e
estas foram armazenadas em frascos &mbar sob refrigeragdo. Andlises cromatogréaficas foram
realizadas nessas amostras, permitindo a observacao do perfil da fotdlise e a identificacdo de
possiveis intermediarios. A solucdo degradada até o tempo em que o farmaco e 0s
intermediarios coexistissem em niveis de concentracdo mais elevados foi escolhida para se

efetuar a triagem do método de SPE.

2.2.4 Procedimento da extracdo em fase solida

Os cartuchos de extracdo foram preparados adicionando sequencialmente um frit, 100
mg da fase extratora e, novamente, outro frit. Em todas as extracdes realizadas, primeiramente
condicionou-se a fase estacionaria adicionando-se 5 mL de MeOH e 5 mL de solucao acida de

HsPO4 em pH 3,4, e em seguida, introduziu-se a amostra. Nestas etapas, evitou-se a secagem
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da fase extratora, pois o contanto com o ar poderia levar & formagdo de caminhos
preferenciais ao longo da fase estacionéria, prejudicando a extracao. (15)

Ap0s introduzir a amostra, esperou-se a fase extratora secar para em seguida efetuar a
eluicdo. As fracdes eluidas foram secas a 80 °C em banho térmico com fluxo de gas
nitrogénio e depois ressuspendidas em 1 mL de &gua com 5 % de ACN. As amostras foram
armazenadas em frascos ambar e posteriormente foram analisadas por LC-ESI-QToF/MS.

. Triagem do melhor método de SPE

A partir do perfil de degradagéo da solucéo de 10 mg L™ do farmaco, determinou-se o
tempo de fotdlise em que a solugcdo apresentasse, em concentracGes detectaveis, todos 0s
intermediarios formados e o farmaco. Para o ciprofloxacino, a amostra submetida as extragdes
por SPE foi degradada por 20 minutos e para o enrofloxacino, uma mistura contendo amostra
degradada por 10 minutos e por 30 minutos. O volume da amostra para ambos os farmacos foi
de 25 mL.

Foram avaliadas 5 fases extratoras previamente conhecidas por apresentar uma boa
recuperacdo para farmacos polares: Oasis HLB, Strata-X, Strata-XA, Chromabond HR-X e
Chromabond HR-XA. Para a eluicdo, avaliaram-se os seguintes solventes: ACN pura, ACN
contendo 5 % de H3PO,4, ACN contendo 5 % de NH,OH, MeOH puro, MeOH contendo 5 %
de H3PO,4 e MeOH contendo 5 % de NH,OH. As combinacgfes de fases extratoras e eluentes
que foram avaliadas sdo apresentadas na Tabela 2. A melhor combinacdo de sorvente e
eluente foi utilizada para a avaliacdo da fotdlise do farmaco a baixa concentracdo em agua e

em esgoto labmade.

Tabela 2 - Combinac@es de sorventes e eluentes.

A B C D E
Sorvente

Oasis Chromabond | Chromabond
Eluente Strata-X | Strata-XA

HLB HR-X HR-XA
1 ACN Al B1 C1l D1 El
2 ACN 5 % H3PO, A2 B2 C2 D2 E2
3 ACN 5 % NH,OH A3 B3 C3 D3 E3
4 MeOH A4 B4 C4 D4 E4
5 MeOH 5 % H3PO, A5 B5 C5 D5 E5
6 MeOH 5 % NH,OH Ab B6 Cé6 D6 E6
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o Metodo de SPE para amostras de ciprofloxacino degradadas

A extracdo consistiu na fase extratora Oasis HLB e na eluicdo sequencial de 3 mL de
ACN com 5 % de NH,OH, 3 mL de ACN pura e 3 mL de ACN com 5 % de H3PQOy4, sendo 0s
primeiros 6 mL coletados em frasco diferente da porcéo &cida para evitar a formacdo do sal
(NHz)3PO, insoluvel em ACN. Apos a secagem, cada porcao foi ressuspendida com 0,5 mL

de H,O com 5 % de ACN e as duas porcdes foram reunidas para a analise cromatografica.

o Metodo de SPE para amostras de enrofloxacino degradadas

Como a estrutura quimica do enrofloxacino assemelha-se a do ciprofloxacino (Figura
1), o protocolo de SPE desenvolvido para o ciprofloxacino foi aplicado nas solugdes de
enrofloxacino. As recuperacfes nao foram satisfatdrias a maioria dos analitos. Deste modo,
tornou-se necessaria a avaliacdo de todas as combinagdes de fases extratoras e solventes
(etapa de triagem). As combinacOes de fase Oasis HLB com ACN pura (Al), e de Strata-X
com MeOH puro (B4) apresentaram recuperacdes consideraveis e a fim de obter melhor

recuperacdo a todos os analitos, avaliou-se a associacdo dessas duas combinacdes.

Um protocolo proposto consistiu na mistura das fases extratoras em um mesmo
cartucho com eluicdo sequencial de ACN e MeOH, e os outros dois métodos propostos foram
acoplamento dos cartuchos, cada um contendo uma fase, em ordens diferentes. A Figura 6

ilustra os protocolos avaliados.

Figura 6 - Protocolos de SPE avaliados para ENR e seus produtos.

- Elui¢do: ACN seguida de MeOH.

- Cada cartucho foi preenchido ) B: Strata-X
com 100 mg de fase extratora. A: Oasis HLB \ ot \

Adaptador —> ‘LI_I—P Adaptador —> 'E_u‘_!'

A: Oasis HLB )
+ - B: Strata-X —> - A: Oasis HLB —>

B: Strata- X U :i U ) U

Protocolo A + B Protocolo A — B ProtocoloB — A

Nesta etapa, as amostras consistiram de 100 mL de solucdo contendo uma fragdo de

solucdo 10 mg L™ de enrofloxacino degradada até 10 minutos e a outra fragdo até 30 minutos,
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a fim de que todos os analitos estivessem presentes. O protocolo A — B apresentou melhor

recuperacdo e foi aplicado na etapa de avaliagdo da fotdlise em baixa concentracéo.

2.2.5 Avaliacéo da fotolise do farmaco em baixa concentracéo

Primeiramente, avaliou-se o efeito do meio da amostra e do volume na extracao,
variando-se de 25 mL utilizados na etapa de triagem para 100 mL. Prepararam-se 250 mL de
solugdo 10 mg L' do farmaco e degradou-a pelo tempo em que o farmaco e seus
intermediarios coexistem em niveis de maior concentracdo, determinado anteriormente (para
o ciprofloxacino, 20 minutos, e para o enrofloxacino, uma mistura contendo fracdo degradada
por 10 minutos e outra por 30 minutos). Essa solucédo foi diluida 100 vezes para uma solugdo
de 100 mL e foi submetida ao método de SPE de melhor recuperacao dos analitos. A diluicdo

foi feita tanto em agua como em esgoto labmade. As extracdes foram feitas em triplicatas.

Para verificar a fotolise do farmaco em baixa concentracdo, a analise cromatografica
foi precedida pela etapa de SPE, a fim de fortificar a amostra com os analitos de interesses.
No esgoto labmade, além da fortificagdo, a SPE removeu 0s possiveis interferentes presentes

nessa matriz.

As amostras a serem pré-concentradas consistiram de 100 mL de solug&o 0,1 mg L™
do farmaco degradado até os tempos de 0, 5, 10, 20, 40 e 60 min. A fotolise foi efetuada em
triplicata e em soluc6es de dgua Milli-Q e de esgoto labmade. As amostras foram submetidas

ao protocolo de SPE desenvolvido na etapa de triagem e em triplicata.

2.2.6 Analise em LC-ESI-QToF/MS

O sistema LC-ESI-QToF/MS é constituido de um cromatografo HPLC Shimadzu serie
20A e de um espectrometro de massas Bruker micrOTOF-Q Il. A coluna cromatogréfica
utilizada foi Kinetex XB-C18 (100 mm x 2,1 mm; 2,6 um) da Phenomenex. As fases moveis
constituiram de 0,1 % de acido formico em agua ultrapura como eluente A e 0,1 % de 4cido
formico em acetonitrila como eluente B no modo de eluicdo em gradiente com vazéao de 0,25
mL min™. A eluicdo em gradiente seguiu a seguinte programacao: 0-3 min, 5 % de A; 3-12
min, 5-60 % de A; 12-14 min, 60-95 % de A; 14-20 min, 95 % de A; 20-22 min, 95-5 % de

A; 22-26 min, 5 % de A. A temperatura do forno da coluna foi mantida a 40 °C.
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A anélise foi efetuada por electrospray operando no modo positivo nas seguintes
condigdes: temperatura de dessolvatacdo de 200 °C, voltagem do capilar de 4,5 kV, vazdo do
gas de secagem de 8 L min™, presséo do gas de nebulizagdo a 4 bar. A faixa monitorada foi de

50 a 3000 m/z, com taxa de aquisicdo de espectros a 2 Hz no modo full MS.

2.2.7 Andlise em LC-Orbitrap/MS

O sistema LC-Orbitrap/MS é constituido de um espectrdmetro de massas de Thermo
Scientific modelo LTQ Velos e de um cromatografo Accela do mesmo fabricante. As

condicBes do cromatdgrafo foram as mesmas descritas no item anterior.

As analises foram realizadas utilizando uma interface heated electrospray (HESI),
aquecida a 350 °C no modo positivo nas seguintes condicdes: gas cortina e auxiliar em 35 e
10 unidades arbitrarias, respectivamente; temperatura do capilar de 350 °C, voltagem do
capilar (electrospray) de 3,7 kV. A faixa monitorada de m/z foi de 95 a 600, com taxa de
aquisicdo de espectros a 2 Hz no modo full MS e um poder de resolugdo de massas nominal
de 60.000 (FWHM).
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CAPITULO 3 - RESULTADOS E DISCUSSAO
2.3.1 Fotolise do fArmaco em alta concentracdo

As aliquotas coletadas ao longo da fotolise do farmaco em alta concentracéo foram
analisadas por LC-ESI-QToF/MS, possibilitando identificar os produtos de degradacao, bem

como descrever os perfis de formacao dos produtos e de degradacdo do farmaco.

2.3.1.1 Avaliacéo dos intermediarios

Para o ciprofloxacino, foram identificados dez intermediarios. A Figura 7 ilustra o
cromatograma de ion total (TIC) da amostra de ciprofloxacino fotodegradada por 20 minutos.
e notam-se sete picos principais, que correspondem ao proprio ciprofloxacino (m/z 332) e aos
intermediarios de m/z 330,1445 (A); 288,1340; 346,1411; 344,1255; 316,1292; 330,1463 (B).
Os subprodutos de m/z 306,1239; 348,1342; 362,1385 foram detectados com menor
intensidade. O pico correspondente do produto de m/z 263,0817 ndo estd presente no
cromatograma, pois se encontrava em niveis nao detectaveis e sua presenca foi somente

detectada na etapa de triagem do método de SPE, evidenciando a importancia dessa etapa na

Figura 7 - TIC da amostra de CIP degradado por 20 minutos.
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analise de intermediarios.

Foram detectados dois subprodutos de m/z 330 de férmula molecular C17H19N30,,
sendo portanto isémeros entre si. Os diferentes tempos de retencdo indicam estruturas
quimicas distintas e, de fato, os espectros de MS/MS dos compostos (Figura 8) ilustram
diferentes fragmentos. As identificacdes 330 A e 330 B foram designadas respectivamente aos
isbmeros de menor e maior tempo de retencdo. A formacdo do intermediério de m/z 330 A
consistiu na substituicdo do fldor por uma hidroxila na molécula de ciprofloxacino, enquanto
que para a formacdo do m/z 330 B houve, além da perda do fldor, a abertura e oxidacéo do

anel piperazinico.

Figura 8 - Espectros de MS/MS dos subprodutos de Mm/z 330 A (1) e 330 B (2).
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Foram detectados também dez subprodutos para o enrofloxacino. O cromatograma de
ion extraido da solugdo degradada por 15 minutos (Figura 9) ilustra os picos dos
intermediarios de m/z 316,1664; 332,1419; 334, 1584; 344, 1621; 346,1401; 358,1701;
372,1576; 374,1748; 390,1470 e 390,1676. Diferentemente dos subprodutos m/z 330 do
ciprofloxacino, os intermediarios de m/z 390 ndo sdo isdmeros entre si por distinguirem-se
pela massa exata. O m/z 390,1676 apresenta menor tempo de retengéo e foi designado como

m/z 390 A, enquanto 0 m/z 390,1470 de maior tempo de reten¢do como m/z 390 B.
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Figura 9 - TIC do ENR degradado por 15 min.
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Figura 10 - Espectro de massas dos subprodutos (a) m/z 390 A: (20 eV) - LC-QToF (ESI (+) MS/MS); e

(b) m/z 390 B: (35eV) - Orbitrap (ESI (+) MS/MS).
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Por meio dos espectros de MS/MS dos produtos de m/z 390 A e B, que estdo
apresentados na Figura 10, foi possivel inferir as diferentes estruturas e formulas moleculares.
Para formacdo dos intermediarios m/z 390 A e B, houve a abertura do anel piperazinico. Para
0 m/z 390 A, além dessa alteracdo, houve a substituicdo do atomo de fluor por um grupo

hidroxila e abertura do anel ciclopropilico.

Com base no que foi encontrado na literatura e nas analises por espectrometria de
massas, foram propostas as estruturas quimicas dos subprodutos do ciprofloxacino e
enrofloxacino apresentadas na Tabela 3 e Tabela 4 respectivamente. Posteriormente, essas
estruturas foram confirmadas em andlise por LC-Orbitrap/MS, os espectros de MS/MS
encontram-se no ANEXO A e ANEXO B. Exceto para o intermediario de m/z 362, que nédo
foi detectado pelo equipamento, sua estrutura foi proposta por analise em LC-QToF e seus

espectros de MS e MS/MS encontram-se na Figura 11.

Guo et al. (25) avaliaram os produtos de degradacdo do ciprofloxacino formados por
fotolise (UV) e fotolise de perdxido de hidrogénio (UV/H,0,), identificando quatro e 16

Figura 11 - Espectro de massas do subproduto m/z 362 (a) MS; (b) MS/MS.
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Tabela 3 - Estruturas quimicas dos subprodutos de CIP.
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Férmula Diferenca com o CIP
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Tabela 4 - Estruturas quimicas dos subprodutos de ENR.
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produtos respectivamente. Alguns produtos gerados pelo processo UV/H,0, apresentaram as
mesmas estruturas quimicas propostas pelo presente estudo dos intermediérios de m/z 263,
306, 330 A e 344.

A partir das estruturas quimicas dos subprodutos, elaborou-se possiveis rotas de
degradacdo do ciprofloxacino e enrofloxacino, ilustradas na Figura 12 e Figura 13

respectivamente.

Figura 12 - Proposta de rota de degradacédo do CIP.
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Observando-se os intermediarios, a degradacdo baseou-se: (i) o estado excitado
tripleto do anel quinolona resulta na substituicdo do atomo de fluor pela hidroxila ou
hidrogénio (27); (ii) ruptura do anel piperazinico pela formagédo do radical (27); (iii) oxidacéo
simples no anel piperazinico; (iv) abertura do anel do substituinte ciclopropilico; (v)
descarboxilacdo; (vi) e especialmente para o enrofloxacino, reagdes de oxidagdo no grupo
etila do anel piperazinico e a sua remocdo, levando ao m/z 332, o proprio ciprofloxacino. A

relacdo completa dos subprodutos e suas reagdes de formacéo esta ilustrada na Tabela 5.
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Figura 13 - Proposta de rota de degradacdo do ENR.
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Tabela 5 - Produtos e suas rea¢@es de formagé&o.

Reacdes de formacdo dos produtos Produtos do CIP (m/z) Produtos do ENR (m/z)
0] 288,330 A, 330B 316, 346, 358, 390 A
(i) 288, 306, 330 B 334,390 AeB
(iii) 316, 344, 346, 348 346, 372
(iv) 316 390 A
v) — 344
(vi) — 332,372 374
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Estudos sobre a fotolise do ciprofloxacino em meio alcalino, reproduzindo o pH de um
efluente hospitalar, foram realizados por Kimmerer et al.(27). Apesar das diferentes
condicdes reacionais, quatro intermediarios de mesma razdo m/z encontrados neste trabalho
(m/z 288, 306, 330 A e 330 B) também foram detectados. Exceto para 0 m/z 330 A, 0s autores
propuseram um mecanismo de formagdo dos subprodutos mediado por ions OH™ como
doadores de elétrons, e tal fato pode explicar a baixa quantidade em que esses produtos foram
formados (vide item 2.3.1.2) na condicdo experimental (meio neutro) deste trabalho. Segundo
autores, a formacdo do intermediario m/z 330 A ocorre pela formacdo do estado excitado
tripleto do ciprofloxacino e consequente adi¢do de 4gua ao anel e perda do fldor (Figura 14), e
como ndo h& participagdo dos ions hidroxilas, esse intermediario foi detectado em maior
guantidade que os demais. A formacdo do subproduto do enrofloxacino de m/z 358 ocorre

pelo mesmo mecanismo, visto que é observada a substituicdo do flior por uma hidroxila.

Figura 14 - Mecanismo de formacdo do m/z 330 A (CIP) proposto por Kiimmerer et al e do m/z 358 (ENR).
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Fonte: Adaptado de Kiimmerer et al.(27)

Como o ciprofloxacino é susceptivel a fotolise, Sturini et al. (28) analisaram a sua
degradacdo fotocatalitica induzida pela radiacdo solar auxiliada por TiO,. Segundo autores, a
fotocatalise favoreceu a degradacdo oxidativa da cadeia lateral amina, levando a abertura do
anel piperazinico. No presente estudo, houve a ruptura do anel apenas para 3 produtos do
ciprofloxacino (m/z 288, 306 e 330 B), que foram detectados em pequenas concentracdes,
indicando que a presenca de um catalisador pode propiciar essa rota. Na fotolise, o
rompimento do anel da-se pela abstracdo do hidrogénio por um radical (*OH), como foi
sugerido em diversos estudos.(26-28) A formacdo do birradical pela abstracdo de um
hidrogénio da cadeia lateral por um radical resulta na ruptura do anel e, seguida pela adi¢do da
agua, leva ao intermediério de m/z 330 B e uma degradagdo mais adiante, ao de m/z 288
(Figura 14). As quinolonas sem o anel piperazinico ainda podem ser excitadas a um estado
tripleto.(28) Assim apds o rompimento do anel gerando o subproduto de m/z 306, este atinge
0 estado excitado e seguindo um mecanismo similar ao de formacdo do m/z 330 A ocorre a

formagéo do m/z 288 (Figura 15).
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Figura 15 - Mecanismo de formacdo dos subprodutos de m/z 330 B e 288.
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Fonte: Adaptado de Albini et al. e Kiimmerer et al.(26,27)

Os produtos do enrofloxacino que apresentaram anel piperazinico aberto foram m/z
334, 390 A e B. A formacdo dos intermediarios m/z 390 pode ter sido via mecanismo
semelhante ao de formacdo do m/z 330 B (produto do ciprofloxacino), em que dois grupos
hidroxilas sdo adicionados e posteriormente oxidados a aldeidos (Figura 16). A degradacao
adiante do intermediario similar ao m/z 330 B pode ter levado a formacéo do produto m/z 334,
como ocorre na formagdo do m/z 288.

Apesar da similaridade estrutural entre os dois farmacos, apenas um produto de
degradacédo foi comum aos dois, 0 m/z 346, além do préprio ciprofloxacino. Esse fato explica
por que o protocolo de SPE desenvolvido para a amostra de ciprofloxacino ndo obteve
sucesso testando-se na solucdo degradada de enrofloxacino.
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Figura 16 - Mecanismos de formacao dos produtos m/z 334, 390 A e 390 B.
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Como néo houve a abertura do anel da quinolona (Figura 17) em nenhum subproduto
detectado, espera-se que a atividade antimicrobinana persista no meio onde a fluoroquinolona
e seus intermediarios estdo presentes. No entanto, a perda do atomo de fllor e abertura do
anel piperazinico em alguns produtos sugerem a perda parcial da atividade. Nos trabalhos de
Li et al.(25) e Kuimmerer et al. (27), a avaliacdo da atividade biol6gica dos produtos da
fotdlise do ciprofloxacino baseou-se na inibi¢do da bioluminescéncia em V. ginghaiensis e V.
fischeri respectivamente. Em ambos os estudos, houve a diminui¢do da ecotoxicidade da
solucdo contendo o ciprofloxacino ao longo da exposicdo a luz UV, que pode ser explicado

pela diminuicdo da concentracdo do farmaco e formacéo de produtos menos toxicos.

Figura 17 - Estrutura do anel quinolona.
(o}

N
Em contrapartida, constatou-se a ecotoxicidade dos produtos de degradagdo do
enrofloxacino em V. fischeri. (30) Ao longo da irradiacdo, houve aumento da inibicdo da
bioluminescéncia, implicando na maior ecotoxicidade dos produtos em relagdo ao farmaco de

origem. Sendo o ciprofloxacino um de seus produtos, seria esperada a ecotoxicidade da
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amostra de enrofloxacino degradada. Os produtos originaram-se pela remocdo de grupos
funcionais da molécula de enrofloxacino, o que resultou em menor impedimento estérico e
maior facilidade em adentrar nas células das bactérias luminescentes, causando maior
ecotoxicidade. Em um outro estudo, em que se avaliou qualitativamente a atividade
antimicrobiana dos subprodutos de degradacdo em E. coli, atribuiu-se parte da ecotoxicidade
da amostra degradada ao produto de m/z 374, visto que o valor de ECsy de ciprofloxacino é
préximo ao de enrofloxacino, o ciprofloxacino ndo poderia ser o Unico responsavel pela maior
ecotoxicidade da amostra degradada.(29) Nota-se porque a diminuicdo da concentracdo do
farmaco em uma amostra ndo garante estritamente a eliminacdo da atividade biologica. No
entanto, Li et al. (30) verificaram que os produtos também eram degradados, o que sucedeu na

reducdo da ecotoxicidade da amostra.

2.3.1.2 Avaliacéo da fotolise

Para verificar o avanco da degradacdo dos farmacos e da formacdo dos subprodutos,
tracou-se uma curva das areas dos picos normalizados em porcentagem em fungédo do tempo
de fotolise (Figura 18 e Figura 19). As areas normalizadas dos picos foram calculadas
dividindo-se a area dos picos cromatograficos dos subprodutos pela &rea inicial do pico

referente ao farmaco.

As Figuras 18.a e 19.a ilustram os perfis de degradacdo do ciprofloxacino e
enrofloxacino respectivamente e de formacdo dos subprodutos ao longo de 6 horas. As
concentragdes maximas dos produtos de degradacdo sdo significativamente menores que a
concentracdo inicial do farmaco. O intermediario de m/z 374 apresentou a maior concentracao
entre os subprodutos do enrofloxacino, sendo 0 méximo da area normalizada de 24,6 % da
area inicial do farmaco (Ay). Fica evidente, portanto, que para analises da degradacdo em
menores concentracdes serdo importantes tratamentos dessas amostras antes da analise
cromatografica. A curva representada na Figura 18.b e 19.b mostra a eficiéncia da fotélise na
degradacdo dos farmacos a 10 mg L™* em &gua. Em uma hora, as concentracdes do

ciprofloxacino e do enrofloxacino foram reduzidas respectivamente em 93,5 % e 96,8 %.

Pelas curvas da Figura 18.c, nota-se que no tempo de fotdlise de 20 min (0,33 horas) a
maioria das concentragdes dos analitos de interesse encontrava-se em Sseus apices e por isso
escolheu-se esse tempo de fotolise para a etapa de avaliacdo dos métodos de extracdo para o

ciprofloxacino. Como a presenca dos intermediarios de m/z nominal 263, 306, 348, e 362 foi
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somente detectada na etapa de triagem do método de SPE, a Figura 18 ndo ilustra os perfis de
formacdo desses. Para o enrofloxacino, a determinacéo do tempo de fotdlise da amostra a ser
submetida a proxima etapa foi dificultada pela gama dos produtos de degradacéo e dispersédo
das concentracGes em que se formaram (Figura 19.c). A amostra para a triagem da SPE
consistiu de uma fracdo degradada por 10 minutos e outra por 30 minutos, a fim de que todos

os intermediarios estivessem presentes na amostra.

Embora a fotolise tenha se mostrado efetiva na degradacdo dos farmacos, ndo se
conhece seu desempenho em casos nos quais o farmaco encontra-se em baixas concentracfes

e em uma matriz mais complexa, 0 que ocorre em uma situacédo real. A avaliacdo da fotolise

Figura 18 - Perfil da fotodegradacdo do CIP (10 mg L™) (a) CIP e subprodutos; (b) Apenas CIP; (c)

Apenas subprodutos.
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Figura 19 - Perfil da fotodegradacio do ENR (10 mg L™) (a) ENR e subprodutos; (b) Apenas ENR; (c) Apenas
subprodutos.
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do farmaco em alta concentracdo permitiu, no entanto, identificar os produtos formados, o que
ndo seria possivel se a degradacdo fosse efetuada em concentragdes menores. Essa dificuldade
de analise em baixas concentracdes deve-se a falta de sensibilidade dos métodos analiticos,
como foi possivel observar para os intermedidrios que foram apenas detectados ap0s o
tratamento da amostra. Para se conhecer o real potencial desse método como alternativa a
degradacéo de farmacos, foi efetuada a fotolise das FQs em baixas concentracfes e em esgoto

labmade e as amostras foram submetidas a SPE.

2.3.2 Triagem do método de SPE

Diferentes combinagOes de fase extratora e solvente foram avaliadas por LC-ESI-
QToF/MS quanto a recuperacao dos analitos nas amostras de ciprofloxacino e enrofloxacino

submetidas a radiacdo UV. Os desempenhos relativos em porcentagem de cada combinagéo
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sorvente-eluente para todos os subprodutos identificados, além do proprio farmaco foram
calculados. Para cada analito, considerou-se como 100 % a maior &rea obtida no

cromatograma do ion extraido e as outras areas proporcionais a essa.

2.3.2.1 Ciprofloxacino

Na Tabela 6 estdo representados os valores das recuperacdes relativas da amostra de
ciprofloxacino degradada. Os valores acima de 80% estdo em azul, enquanto que os valores

nulos estdo em vermelho.

Tabela 6 - Recuperagéo do CIP e seus produtos para as combinagdes de fase extratora e solvente.

e m/z (gslg) 263 | 288 306 316 330A 330B 344 346 348 | 362
Al 715 877 08 75 889 315 393 50 368 508 O
A2 997 855 786 178 887 494 400 147 763 512 810
A3 0410 965 579 1000 931 374 459 157 177 942 200
A4 968 1000 714 107 903 335 434 173 266 494 0
A5 738 493 251 61 624 154 257 166 179 350 580
A6 880 960 927 222 922 384 440 155 189 524 130
B1 813 742 732 106 922 392 403 159 325 526 O
B2 083 673 874 17,6 851 496 413 129 1000 540 0
B3 851 776 865 142 1000 272 467 166 193 756 O
B4 710 594 769 83 651 530 338 118 463 339 0
B5 041 646 1000 139 830 469 393 158 924 559 O
B6 774 795 787 259 913 187 412 162 114 465 0
c1 511 338 147 76 297 183 258 03 65 80 1000
c2 872 729 500 107 925 246 416 161 87,9 473 1
c3 90 00 78 00 46 00 26 00 00 00 0
ca 678 814 273 87 819 155 398 05 349 249 0
cs 856 720 381 93 694 216 348 29 658 427 130
c6 237 72 126 114 71 03 13 28 23 34 0
D1 870 688 661 92 404 456 935 1000 97 544 0
D2 099 793 798 148 363 983 1000 767 93 580 O
D3 923 762 833 145 399 86 596 827 89 1000 280
D4 871 717 541 99 364 863 929 841 91 498 0
D5 1000 922 714 141 403 1000 951 759 93 514 0
D6 965 860 940 194 384 229 672 893 88 481 O
E1 516 265 205 36 195 391 280 440 10 144 490
E2 492 736 229 60 368 302 268 837 92 480 340
E3 132 250 137 62 146 03 24 375 06 58 0
E4 520 727 247 47 422 565 311 791 52 473 70
E5 506 874 209 45 385 526 287 829 73 473 100
E6 278 244 129 33 41 37 09 295 34 124 0

*Codificacdo conforme Tabela 2.
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O ciprofloxacino apresenta duas constantes principais de ionizag¢do, associados ao
grupo carboxilico do anel quinolona (pK, = 5,76) e ao grupo amina secundaria do anel
piperazinico (pK, = 8,68). Assim em meio neutro, o ciprofloxacino apresenta-se na forma de
zwitterion. A presenca da carga positiva no grupo amina pode ter diminuido a retencdo do
composto nas fases de troca anidnica Strata-XA (série C) e Chromabond HR-XA (série E),
nas quais apresentaram a menor recuperacao. Para essas fases, o solvente acidificado resultou
em melhores recuperacfes devido a protonacdo do composto, interrompendo a interagdo
eletrostatica e eluindo-o. Com o solvente alcalinizado, o grupo carboxilico permanece
ionizado e a molécula retida na fase extratora. Dentre os sorventes de fase reversa (Oasis
HLB, Strata-X e Chromabond HR-X - série A, B e C respectivamente), o ciprofloxacino foi

melhor recuperado em Chromabond HR-X.

O subproduto m/z 362 foi pouco recuperado em todas as fases, sendo as melhores
recuperacOes obtidas para as fases de troca anibnica. A estrutura quimica sugerida para o
composto apresenta além do grupo carboxilico trés grupos hidroxilas. Para o Strata-X, o
intermediario ndo foi recuperado com nenhum solvente, indicando a auséncia de interacéo
entre o composto e a fase. De fato, a especificacdo do produto diz reter preferencialmente
compostos neutros. Para as fases de troca anionica, a eluigdo com acetonitrila (C1-C3, E1-E3)
resultou em melhores recuperacGes do que com metanol (C4-C6, E4-E6). A ionizagdo de
acidos neutros é governada pelas interagdes soluto-solvente e principalmente interaces
eletrostaticas. O aumento da proporc¢do de solvente organico na fase movel reduz a constante
dielétrica do meio, 0 que perturba a ionizacdo dos acidos neutros. Assim, ocorre um aumento
do pK, do acido em solventes organicos.(31) Comparando-se esse efeito entre 0s solventes
acetonitrila e metanol, o pK, obtido em metanol puro € menor que em acetonitrila pura, visto
gue o metanol apresenta solvatacdo dos ions similar a da agua (ligacdo de hidrogénio).(32)
Portanto, com a passagem de acetonitrila, espera-se que a forma protonada do composto seja a
mais favoravel pelo maior pK,, 0 que interrompe a interagdo entre cargas, resultando na sua
eluicdo. Da mesma forma que o ciprofloxacino, esse composto ndo foi recuperado com
eluicdo em solvente alcalino. Apesar das recuperacOes serem calculadas em relacdo a cada
analito individualmente, pode-se fazer uma comparacgéo qualitativa entre o ciprofloxacino e os
produtos m/z 330 A e 362. Observando a rota de degradagéo do ciprofloxacino até a formacao
do m/z 362 (Figura 12) passando pelo m/z 330 A, nota-se aumento da polaridade dos

compostos e diminuicdo nos valores de recuperacdo. De um modo geral, as melhores
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recuperacdes sdo obtidas para o ciprofloxacino, composto menos polar, visto que as extragdes

baseiam-se no mecanismo de fase reversa.

Pela diversidade de compostos, € dificil tracar um perfil geral do comportamento dos

analitos na retencdo nas diferentes fases extratoras avaliadas e na eluicéo.

As combinacdes de fase extratora e eluente que ndo foram capazes de recuperar algum
analito, isto é, apresentaram recuperacdao nula, foram eliminadas como candidatos a testes
posteriores, como foi 0 caso do cartucho Strata-X (série B), para o qual ndo se observou a
recuperacdo do intermediario de m/z 362 para nenhum eluente. De modo geral, as fases

trocadores anidnicos apresentaram as menores recuperacoes.

O cartucho Oasis HLB foi eficaz na recuperacdo da maioria dos analitos, tendo
recuperacdes nulas quando combinadas com solventes neutros (Al e A4). Quando utilizada a
acetonitrila, os analitos foram melhor eluidos. Para alguns, foi mais eficiente a condicao
acida, A2, e para outros a condicdo bésica, A3, cujas recuperacdes estdo em destaque na
Tabela 6. Portanto, a eluicdo sequencial com diferentes condi¢cdes acidas e basicas dos

eluentes pode levar a maior recuperacéo a todos os analitos.

No entanto, experimentalmente foi verificado que o sal (NH4)3PO,, resultado da reagdo
acido-base entre H3PO, e NH4OH, é pouco solivel em ACN, jd que ocasionou uma
precipitacdo. Portanto, acrescentou-se a eluicdo com ACN neutra apos a eluicdo com ACN
basica para eliminar possiveis tracos basicos na fase extratora, impedindo que houvesse a
precipitacdo do sal no solvente. E para ndo ocorrer a adsorcao dos analitos no sal, coletou-se a
fracdo acida em frasco diferente da fracdo basica, a fim de impedir a precipitacdo. Apds

secagem, a ressuspenséo das fracOes foi feita em conjunto, em meio aquoso.

2.3.2.2 Enrofloxacino

Pela similaridade estrutural entre o enrofloxacino e o ciprofloxacino, avaliou-se para o
primeiro o mesmo método de SPE desenvolvido para o Gltimo. O desempenho desse método
encontra-se na Tabela 7. O valor da recuperacgéo representa a razéo das areas do analito sem a
extracdo e apos a extracdo. Os valores das recuperacfes dos analitos estdo bastante dispersos,
evidenciando a heterogeneidade dos compostos. Este protocolo apresentou baixa recuperagao
para o proprio farmaco e seu intermediario principal, m/z 374. Assim, avaliaram-se todas as

fases extratoras e todos os eluentes para obter 0 método de extracdo de maior eficiéncia para o
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ENR e seus intermediarios. Na Tabela 8 estd presente o desempenho relativo de cada

combinacéo sorvente-eluente para cada analito.

Tabela 7 - Recuperacgdo do ENR e seus intermediarios para Oasis HLB e eluicdo sequencial de ACN.

360

m/z (ENR)| 374 [390A|390B | 346 | 358 | 332 | 316 | 334 | 372 | 344
Rec“(ﬁz;agao 391 206 00 00 1129 2003 70,2 650 00 1563 2245

Tabela 8 - Recuperagdo do ENR e seus produtos para as combinac@es de fase extratora e solvente.

m/z Sel) 374  390A 390B 346 358 e 316 344 372 334
*Combinacai (&%) (ET)

Al 92,3 792 0,0 100,0 450 890 1000 235 55 69,7 503
A2 52,8 11,2 0,0 40,1 0,0 54,2 6,7 657 150 00 52,1
A3 94,6 19,6 1,2 0,0 0,0 58,1 9,7 295 583 791 1000
A4 79,9 20,2 0,0 0,0 0,0 99,7 158 52,2 564 489 845
A5 69,8 37,9 0,0 0,0 32,3 86,0 91 1000 4,8 0,0 78,5
A6 574 26,1 9,2 0,0 0,0 17,9 7,2 174 179 310 526
B1 68,7 50,6 1000 0,0 82,8 817 4.8 23,3 48,6 40,6 0,0
B2 470 00 0,0 0,0 0,0 53,8 5,7 68,1 11,3 00 50,0
B3 90,6 29,1 0,0 0,0 0,0 77,5 9,6 32,2 835 601 0,0
B4 59,2 76,7 337 751 923 571 3,0 181 516 385 330
B5 70,0 36,6 0,0 0,0 0,0 854 10,7 759 142 155 54,4
B6 77,0 426 5,4 0,0 0,0 62,6 133 326 831 648 875
C1 86,6 21,3 2,3 0,0 60,9 1000 9.2 29,1 471 34,0 498
C2 486 0,0 0,0 0,0 0,0 51,7 4.8 375 325 00 32,0
C3 62,0 17,9 8,0 0,0 0,0 36,0 7,7 16,1 51,0 125 0,0
C4 67,1 445 205 0,0 379 933 8,9 20,0 934 525 4972
C5 778 504 00 0,0 32,7 719 0,0 90,2 4,7 0,0 0,0
C6 3,9 0,0 0,0 0,0 0,0 14,6 34 8,7 10,0 13,7 152
D1 100,0 100,0 8,6 544 373 821 2,9 21,8 869 51,0 318
D2 55,4 18,1 0,0 0,0 0,0 49,0 7.4 12 128 00 57,4
D3 76,0 48,9 0,0 0,0 0,0 71,3 126 325 353 565 0,0
D4 709 785 10,2 734 432 903 0,0 247 450 553 386
D5 66,5 634 00 0,0 1000 94,1 0,0 109 39,1 144 531
D6 784 310 105 0,0 0,0 59,7 8,8 266 609 61,3 569
El 97,2 571 33 0,0 314 639 3,2 159 849 424 355
E2 54,3 14,8 0,0 18,6 0,0 38,5 3.8 579 6,6 0,0 45,2
E3 58,8 17,3 7,5 0,0 0,0 20,6 3,7 9,3 1000 20,3 0,0
E4 845 730 329 0,0 245 80,3 3,2 123 855 1000 353
E5 61,8 75,1 0,0 0,0 0,0 46,3 0,0 481 215 00 59,2
E6 23,7 10,1 53 0,0 0,0 34 3.4 66 16,8 158 0,0

*Codificagdo conforme Tabela 2.
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Nota-se uma grande dispersdo dos valores do desempenho da combinagdo sorvente-
eluente para os analitos, mostrando que os compostos apresentam diferentes caracteristicas

fisico-quimicas.

O enrofloxacino também possui em sua estrutura o grupo carboxilico e o grupamento
amina, 0s quais estdo associados as constantes de ionizagdo de 5,69 e 6,68 respectivamente.
Em meio neutro, o &cido carboxilico do composto estara na forma dissociada e diferentemente
do ciprofloxacino, o grupo amina ndo estara protonado. Desse modo, a interacdo com a fase
trocadora de anions estara favorecida devido a auséncia da carga positiva na molécula, o que

explica as melhores recuperagdes de enrofloxacino nessas fases.

Comparando-se as recuperacdes do ciprofloxacino como molécula precursora e como
produto de degradacédo, nota-se discrepancia dos valores, sendo bem menores na amostra de
enrofloxacino degradada. Tal fato pode ser explicado pela menor concentracdo, visto que é
um intermediario nessa amostra, e competicdo pelos sitios ativos da fase extratora. O
enrofloxacino e o ciprofloxacino apresentam caracteristicas distintas na retencdo em fase
reversas.(33) O grupo etila ligado ao anel piperazinico presente no enrofloxacino contribui

para a retencdo desse composto nas fases apolares pela diminui¢éo da polaridade.

Os subprodutos de m/z 316 e 334 que resultaram da abertura do anel piperazinico e
remocdo do grupo etila apresentaram recuperacgdes consideraveis. O grupamento amina desses
intermediarios pode contribuir na retencdo dos analitos na fase pela interacdo dipolar com o
grupo pirrol da fase extratora Oasis HLB. Para os subprodutos de m/z 390 A e 390 B, a
presenca dos grupos aldeidos pode ter influenciado nas baixas recuperagdes, principalmente
para 0 m/z 390 B, que apresentou recuperacdo nula a todas as combinagdes com a fase de
troca anionica Strata-XA.

As combinacdes Al e B4 apresentaram recuperacBes consideraveis. A fim de obter
uma melhor recuperacdo para todos os analitos, realizou-se extracGes associando-se as

combinagOes Al e B4.

Os cromatogramas da Figura 20 foram obtidos a partir da analise por LC-ESI-
QToF/MS na avaliacdo da recuperagdo dos analitos para cada protocolo proposto. Os
cromatogramas evidenciam a importancia da etapa de pré-concentragado, visto que os picos do
cromatograma referente a amostra sem tratamento apresentaram intensidades muito abaixo
das amostras que se submeteram a SPE. Os protocolos propostos apresentaram recuperacoes

semelhantes exceto ao intermediario de m/z 390 A, que foi somente detectado para o
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protocolo A — B. Assim, este protocolo foi selecionado para anteceder a analise

cromatogréfica das amostras de ENR em baixa concentracdo submetidas a fotolise.

Figura 20 - Cromatogramas de ion total (TIC) dos protocolos de SPE para ENR e seus produtos. (a) Amostra
sem SPE. (b) Amostra submetida ao protocolo A — B. (¢) Amostra submetida ao protocolo B — A.
(d) Amostra submetida ao protocolo A + B.
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2.3.3 Fotolise do fArmaco em baixa concentracgao

A fim de avaliar o real potencial da fotdlise, efetuaram-se degradacdes do farmaco em
baixa concentracdo em agua e em esgoto labmade, simulando as condi¢cdes em que o farmaco
encontra-se como poluente em efluente. Antes da analise por LC-ESI-QToF/MS, as amostras
foram submetidas as extracGes a fim de pré-concentrar e remover possiveis interferentes da
matriz de esgoto labmade que poderiam prejudicar a andlise. Para a amostra degradada de
ciprofloxacino empregou-se Oasis HLB como sorvente e elui¢do sequencial de ACN basica,

ACN pura e ACN é&cida. Para o enrofloxacino, as amostras sucederam ao protocolo A — B.

Primeiramente, avaliou-se o efeito do volume da amostra na etapa de extracdo,
variando-se 0 volume da amostra de 25 mL utilizado na etapa de triagem do melhor método
de SPE para 100 mL. A solucdo do farmaco em alta concentracdo foi degradada e

posteriormente dilui-a 100 vezes para entdo ser submetida a extragdo. Os valores da
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recuperacdo de cada analito, apresentados na Tabela 9 e Tabela 10, correspondem & razéo das
areas dos picos cromatograficos da amostra pré-concentrada e da amostra sem SPE.

Tabela 9 - Recuperacdo de CIP e intermediarios em agua e esgoto labmade.

Analitos (/z) | CIP | 263 | 288 | 306 | 316 | 20 | 50| 344 | 346 | 348 | 362

Agua Recuperagéo (%) | 946 94,7 759 980 741 496 787 598 196 899 791

Milli-Q

Erro (+/-) 30 43 47 51 48 32 44 63 23 62 51

Esgoto Recuperacéo (%) | 90,7 93,7 96,6 185 50,7 558 89,6 50,0 31,0 57,1 12,0

labmade | g (4 42 62 99 28 67 42 40 69 39 36 14

Tabela 10 - Recuperacdo de ENR e seus produtos em &gua e esgoto labmade.

Analitos (m/z) | ENR | 374 320 330 346 | 358 | 332 | 316 | 344 | 372 | 334
Aqua | RECUPeraGi0 (%) | 937 423 1122 0 592 471 474 701 B9 899 551
MIlli-Q |\ o (410) 54 37 78 - 32 32 29 50 73 84 42
Recuperacio (%) | 764 157 0 0 0 626 771 603 631 809 472
Esgoto
labmade

Erro (+/-) 6,1 22 - - - 45 52 59 62 77 39

O método desenvolvido para a amostra do ciprofloxacino obteve uma boa recuperacao
geral dos analitos da amostra diluida em agua, apresentando uma menor eficiéncia na extracao
dos intermediarios de m/z 330 A, 344 e 346. O meio de esgoto labmade ndo alterou
significativamente a elui¢do dos intermediarios m/z 263, 330 A, 344 e do ciprofloxacino.
Entretanto, as recuperac6es dos intermediarios m/z 288, 330 B e 346 foram favorecidas e dos

m/z 306, 316, 348 e 362 foram prejudicadas pelo esgoto labmade.

O protocolo A — B mostrou-se mais eficaz na recupera¢do dos analitos em meio
aquoso. O intermediario m/z 390 B ndo foi recuperado em nenhum dos meios, indicando que
o0 volume da amostra interferiu na sua extracdo. Em esgoto labmade, os intermediarios de m/z
390 A e 346 nao foram recuperados e os de m/z 374, 316, 344, 372, 334 e 0 proprio
enrofloxacino apresentaram menor recuperacdo, evidenciando a interferéncia da matriz no

processo de pré-concentragéo.

Os perfis de formacéo dos produtos e de degradacdo do ciprofloxacino e enrofloxacino

em &gua e em esgoto labmade estdo representados nas Figura 21 e Figura 22 respectivamente.
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As curvas foram tragadas considerando-se a area relativa, ou seja, a razdo da area do pico
cromatografico do analito pela area do pico do farmaco em tempo zero de reagdo.

As curvas de formacdo dos intermediarios nas diferentes matrizes apresentam
diferencas evidentes. Entre os produtos do ciprofloxacino, o intermediario, cuja concentracédo
em que se forma é a mais elevada na gua, é de m/z 316 e, no esgoto labmade, o intermediario
de m/z 346. No entanto, pela Tabela 9, observa-se que o intermediério m/z 316 é mais bem
recuperado em agua e o m/z 346, em esgoto labmade. Logo ndo é possivel afirmar se as
diferencas nos perfis de formacdo dos produtos devem-se a interferéncia da matriz na
degradacédo, na extracdo, na ionizagdo em MS ou na combinacdo destas. Na amostra do
enrofloxacino, em meio aquoso o intermediario m/z 374 se formou em maior concentracéo e,
em esgoto labmade, o intermediario m/z 332. Além disso, ap6s uma hora de reacdo, alguns
intermediarios (m/z 374, 390 A, 344 e 316) ainda foram detectados em meio aquoso. Pela
Tabela 10, esses intermediarios foram melhores recuperados em meio aquoso do que em
esgoto labmade. No entanto, na fotolise em alta concentracdo do enrofloxacino, os
intermediarios de m/z 344 e 374 foram detectados mesmo apds 6 horas sob radiacdo
ultravioleta, indicando que estes sdo persistentes ao processo. Visto que os intermediarios
podem reter a atividade antibacteriana, principalmente o produto de m/z 374, como foi
constatado por Wammer et al. (29), a solucao final pode se apresentar toxica.

Apesar dos perfis das curvas dos intermediarios terem sido diferentes, os perfis da
degradacdo do ciprofloxacino assemelharam-se bastante. Como as recuperacdes do farmaco
em agua e em esgoto labmade apresentaram valores aproximados, deduz-se que a fotdlise no
segundo meio foi tdo eficaz quanto em agua. Em ambas as condicGes, ndo se detectava a
presenca do farmaco apds 20 minutos de reacdo, mostrando a eficiéncia do processo em
concentragdes baixas do farmaco e em esgoto labmade.

Em contrapartida, o enrofloxacino ndo foi mais detectado em 20 minutos de reacdo em
meio aquoso, enquanto que em esgoto labmade, em 40 minutos. Visto que a recuperagédo do
enrofloxacino em &gua foi maior do que em esgoto labmade, pode-se concluir que a fotdlise
perde eficiéncia em matriz mais complexa, cujos componentes podem competir pelos fotons

com o enrofloxacino.



Figura 21 - Perfil da fot6lise do CIP a 0,1 mg L™ em (a) 4gua e (b) esgoto labmade.
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Figura 22 - Perfil da fot6lise do ENR a 0,1 mg L™ em (a) agua e (b) esgoto labmade.
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3 CONCLUSAO

A fotolise do farmaco em alta concentracdo foi uma etapa importante para se analisar
os produtos de degradacdo formados e desenvolver método eficiente de extracdo da amostra
contendo os intermediarios e o proprio farmaco. Foi possivel identificar dez subprodutos para
cada farmaco, no entanto mais produtos poderiam estar presentes em niveis abaixo do limite
de deteccdo do equipamento. A baixa concentracdo em que o farmaco geralmente se encontra
no efluente pode levar a formacao de produtos em niveis ainda menores. E como constatado
no trabalho, alguns produtos foram mais facilmente detectados apés a extracdo, evidenciando
a importancia dessa etapa para analisar os subprodutos apesar dos procedimentos da SPE

serem exaustivos.

Apesar da similaridade estrutural dos farmacos estudados, o ciprofloxacino e o
enrofloxacino apresentaram comportamentos distintos na extracdo, sendo necessario
desenvolver métodos de SPEs diferentes as amostras degradadas de cada farmaco. Para o
ciprofloxacino, 0 método de SPE consistiu na fase extratora Oasis HLB e elui¢do sequencial
de ACN baésica, ACN pura e ACN 4&cida. E para amostra de enrofloxacino degradada foi
proposto o acoplamento das fases Oasis HLB e Strata-X, com a amostra passando
primeiramente pela Oasis HLB e em seguida pela Strata-X, e eluicdo de ACN seguida por
MeOH. Além disso, os subprodutos também apresentaram recuperacfes diferentes ao do
proprio farmaco. Caso fossem aplicados nas amostras degradadas os procedimentos de SPE

para os farmacos ja estabelecidos na literatura, poderia haver perda dos produtos.

H& muitos estudos referentes a degradacdo de farmacos na literatura, entretanto sdo
poucos aqueles que reproduzem as condi¢cdes em que esses poluentes se encontram em
efluentes, como a concentracdo na faixa de ng L™ a pg L™ e matriz complexa. A fim de evitar
a variabilidade das caracteristicas de um efluente real, foi realizada fotolise em matriz de
esgoto labmade para verificar se de fato os componentes da matriz poderia influenciar no
processo. Nas condi¢des experimentais em que foram realizadas as fotdlises, verificou-se que
o procedimento é eficaz na degradacdo do ciprofloxacino em ambos os meios em que se
processou a reacgdo. Apos 20 minutos de reacdo, a presenca do ciprofloxacino ndo era mais
detectada. Os perfis de formacdo dos intermediarios diferiram-se bastante no meio aquoso e
no esgoto labmade, indicando que o meio pode influenciar tanto na degradacdo quanto na
etapa de extracéo.
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De modo geral, a degradagdo do enrofloxacino por fotdlise apresentou mais problemas
que para o ciprofloxacino. A fotolise gerou produtos com atividade antimicrobiana (m/z 332 e
374) e alguns produtos ndo foram degradados apds 1 hora de reacdo em baixa concentracao
do farmaco e mesmo apds 6 horas submetidas a luz UV na fotdlise em alta concentracdo. Em
matriz de efluente labmade, o enrofloxacino foi detectado apés 40 minutos de reacdo,
enquanto que em dgua em 20 minutos a sua presencga ndo era mais detectada. Os componentes
da matriz podem ter interferido na absorcdo da energia luminosa pela molécula do
enrofloxacino. Assim, mais estudos sobre a real ecotoxicidade dos produtos, além da
fotodegradabilidade dos mesmos em agua e do enrofloxacino em matriz complexa devem ser

realizados.

Para introducdo da fotolise nas estacdes de tratamento de efluente como processo
complementar na degradacdo desses poluentes, ainda devem ser feitos estudos quanto a

eficiéncia em uma matriz de esgoto real e aos custos na implementacéo do processo.
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ANEXO A - Espectros de MS e/ou MS/MS do ciprofloxacino e dos intermediarios.

Espectro 1- Espectro de MS obtido em anéalises no LC-QgToF (ESI (+) MS) para o m/z 263

53

Intens.
x1047]
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0 T T T T
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Intens. lg. +MS, Dissect, 10.7-11.1min #(639-663)
%]
1004 263.0852
80 Max F
) Mote: for m < 2000 the elements C, H, N, and O are considered implicity.
60 Measuredmfz 2530852 Tolerance | 4 Charge 1 |[&
4 Meas.mfz  # Formula Score mfz err [mDa] err [ppm] mSigma  rdb
263.0852 1 C13H12FN203 66,24 263.0826 =45 9.8 22 85
40 2 CIOH11IMN&O3 2084 203.0887 36 135 0.3 85
3 ClH1IN202 15,52 23.0815 37 -139 18.3 125
1 4 C9H15M2O7 55,39 203.0874 .2 8.4 244 35
3 CIBH12FO 86,63 203.0857 L5 57 276 125
20 6 C21H11 100.00 263.0855 0.4 14 46.3 16,5
264.0865
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Espectro 2- Espectro de MS/MS obtido em anélises no LIT-Orbitrap para o m/z 332 (Ciprofloxacino)

T: FTMS + p ESI Full ms2 332.14@cid35.00 [20.00-600.00]
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Célculo do erro atribuido a cada estrutura proposta para o espectro 2 (m/z 332)

m/z (calculado) m/z (medido) Formula Molecular Erro (ppm)
332,1405 332,1396 Ca7H19FN;O5" 2,1
314,1299 314,1291 C17H1;FN;0," -2,5
288,1507 288,1500 Ci6H1sFN3O" -2,4
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Espectro 3-Espectro de MS/MS obtido em analises no LIT- Orbitrap para o0 m/z 263

T: FTMS + p ESIFull ms2 263 08@cid35 00 [F0.00-600.00]
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Célculo do erro atribuido a cada estrutura proposta para o espectro 3 (m/z 263)

m/z (calculado) m/z (medido) Férmula Molecular Erro (ppm)

263,0826 263,0817 CisH1,FN,O5" -3,4

245,0721 245,0712 Ci13H10FN,O," 3,7
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Espectro 4-Espectro de MS/MS obtido em anélises no LIT-Orbitrap para o m/z 288

T FTMS + p ESIFull ms2 288.13@cid25.00 [75.00-600.00] NH2
100

95 k’ /
90 HN

85

80 =0

2701226

75
70 v/ \// ||+ [\:
(0]
HN
//O
40 N\//
. !

2881331

Relative Abundance
(%)
=

OH

5 268 2004
032021855 2081428 2209719 2060832 2358051 2450910 2538079 2622512 | 278.6218 2520565
T T

200 210 220 220 240 250 260 270 280

Célculo do erro atribuido a cada estrutura proposta para o espectro 4 (m/z 288)

m/z (calculado)

m/z (medido)

Férmula Molecular

Erro (ppm)

288,1343

288,1331

ClSHlSN3O3+

-4,2
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270,1226

ClSHlGNSOZ+

4.1
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Espectro 5- Espectro de MS/MS obtido em andlises no Orbitrap para o m/z 306

T: FTMS + p ESI Full ms2 306.12@cid35.00 [30.00-600.00]
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Célculo do erro atribuido a cada estrutura proposta para o espectro 5 (m/z 306)

m/z (calculado) m/z (medido) Férmula Molecular Erro (ppm)
306,1248 306,1239 CisH17FN3O5" -2,9
288,1143 288,1134 CisH1sFN30," -3,1
263,0826 263,0819 Ci13H1,FN,O5" -2,7
245,0721 245,0714 Ci13H10FN,O," -2,9




58

Espectro 6- Espectro de MS/MS obtido em andlises no LIT-Orbitrap para o m/z 316

T. FTMS + p ESI Full ms2 316.12@cid25.00 [35.00-600.00]
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Célculo do erro atribuido a cada estrutura proposta para o espectro 6 (m/z 316)

m/z (calculado) m/z (medido) Férmula Molecular Erro (ppm)
316,1292 316,1282 Ci16H1sN30," -3,2
298,1186 298,1178 Ci6H16N303" -2,6
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Espectro 7- Espectro de MS/MS obtido em analises no LIT-Orbitrap para o m/z 344

T: FTMS + p ESIFull ms2 344 1 2@cid35.00 [90.00-600.00]
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Célculo do erro atribuido a cada estrutura proposta para o espectro 7 (m/z 344)
m/z (calculado) m/z (medido) Férmula Molecular Erro (ppm)

344,1241

344,1233

C17H18N305+

-2,3
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C:L7H16N3()4+

-2,1




T FTMS + p ESIFuUll ms2 346 13@cid35.00 [95.00-600.00]

Relative Abundance
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Espectro 8- Espectro de MS/MS obtido em analises no LIT-Orbitrap para o m/z 346
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Célculo do erro atribuido a cada estrutura proposta para o espectro 8 (m/z 346)

m/z (calculado) m/z (medido) Férmula Molecular Erro (ppm)
346,1397 346,1385 Ci17HaoN30s5" -3,5
328,1292 328,1281 Ci7H1sN304" -3,4




T. FTMS + p ESIFull ms2 348.13@cid35.00 [95.00-600.00]
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Espectro 9- Espectro de MS/MS obtido em andlises no LIT-Orbitrap para o m/z 348
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Caélculo do erro atribuido a cada estrutura proposta para o espectro 9 (m/z 348)

61

OH

m/z (calculado) m/z (medido)

Formula Molecular Erro (ppm)

348,1354 348,1342 Ci7H1FN;O," -3,4

330,1248 330,1238 Ci7H17FN;O5" -3,0

272,0830 272,0823 CiH1FN;O," -2,6
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Espectro 10- Espectro de MS/MS obtido em analises no QqTOF para 0 m/z 362

Intens. 4

+MS2(362.3038), 39.6483eV, 1.6min #(91)
[%] o] OH
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Célculo do erro atribuido a cada estrutura proposta para o espectro 10 (m/z 362)

m/z (calculado) m/z (medido) Férmula Molecular Erro (ppm)
362,1347 362,1385 Ci17H2oN306" 10,5
344,1241 344,1254 Ci7H1sN305" 338
316,1292 316,1295 Ci6H1sN30," 0,95
276,0503 276,0510 C13H1oNOg" 2,5

Espectro 11- Espectro de MS obtido em analises no LC-QqToF (ESI (+) MS) para o0 m/z 362

Intens. n +MS, Dissect, 1.4-2.2min #(82-129)
[%]
100 362.1385 SmartFormula Manually (R T=m
Max
80
cizn
Mote: for m < 2000 the elements C, H, N, and O are considered implicitly.
60 || Measuredmie  362.1385 Tolerance 4 Charge 1
Meas.mfz # Formula Score mfz err [mDa] err [ppm] msigma  rdb
20 321385 1 CI7H0N306  10.13 3621347 38 105 11 95
2 C1BHINTO2 3040 362.1360 2.5 68 145 145
3 C2H2NO4 100.00 362.1387 0.2 0.6 26.5 13.5
4 C23IHIENS 3299 3521400 L5 43 412 185
204 363.1413 < = .
364.1429
0 A

T T T T T T
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ANEXO B - Espectros de MS e/ou MS/MS do enrofloxacino e dos intermediérios.

Espectro 12- Espectro de MS/MS obtido em anélises no LIT-Orbitrap para o m/z 316

T: FTMS + p ESI Full ms2 316.13@cid35.00 [85.00-600.00]
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Célculo do erro atribuido a cada estrutura proposta para o espectro 12 (m/z 316)

m/z (calculado) m/z (medido) Férmula Molecular Erro (ppm)
316,1656 316,1645 Ci17H2N3035" -3,5
298,1550 298,1540 Ci7H20N30," -3,4
245,0921 245,0913 Ci13H13N,05" -3,3
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Espectro 13- Espectro de MS/MS obtido em anélises no LIT- Orbitrap para o m/z 332 (CIP)

T:.FTMS + p ESI Full ms2 332.14@cid35.00 [90.00-600.00]
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Célculo do erro atribuido a cada estrutura proposta para o espectro 13 (m/z 332)

m/z (calculado) m/z (medido) Férmula Molecular Erro (ppm)
332,1405 332,1395 Ci7H19FN;O5" -3,0
314,1299 314,1290 Ci7H17FN30," -2,8
288,1507 288,1498 Ci6H1oFN3O" -3,1
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Espectro 14- Espectro de MS/MS obtido em anélises no LIT- Orbitrap para o m/z 334

T: FTMS + p ESI Full ms2 334.17@cid35.00 [90.00-600.00]
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Célculo do erro atribuido a cada estrutura proposta para o espectro 14 (m/z 334)

m/z (calculado) m/z (medido) Formula Molecular Erro (ppm)
334,1561 334,1549 Ci7H2FN305" -3,6
316,1456 316,1445 Ci7H1oFN30," -3,5
263,0826 263,0817 Ci13H1,FN,O35" -3,4
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Espectro 15- Espectro de MS/MS obtido em anélises no LIT-Orbitrap para o m/z 344

T. FTMS +p ESIFull ms2 344.16@cid35.00 [90.00-600.00]
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Célculo do erro atribuido a cada estrutura proposta para o espectro 15 (m/z 344)

m/z (calculado) m/z (medido) Férmula Molecular Erro (ppm)
344,1605 344,1594 Ci1gH2N30," -3,2
326,1499 326,1489 C1H20N303" -3,1




67

Espectro 16- Espectro de MS/MS obtido em anélises no LIT-Orbitrap para o m/z 346

T: FTMS + p ESI Full ms2 346.14@cid35.00 [95.00-600.00]
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Célculo do erro atribuido a cada estrutura proposta para o espectro 16 (m/z 346)
m/z (calculado) m/z (medido) Férmula Molecular Erro (ppm)
346,1397 346,1386 C17H2oN305" -3,2
328,1292 328,1282 C7H1sN30," -3,0
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Espectro 17- Espectro de MS/MS obtido em anélises no LIT-Orbitrap para o m/z 358

T: FTMS + p ESI Full ms2 358.18@cid35.00 [95.00-600.00]

314.1855

100-

] L T H+
90 N A’ OH

: N
80

] 0

B -~
70 340.1646

. v/N O
60 OH
50 L N A’

. +
40+ k/ N

] o}
30 <

] N o}
20 v/ \// //

] 358.1752

] OH
10

] 2431122 334.7475

1 217.0967 2290967 |  256.2055 269.0914  287.1019 302.1093 318.411 350.6099

0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T LARA| T
220 240 260 280 300 320 340 360
m/z
Célculo do erro atribuido a cada estrutura proposta para o espectro 17 (m/z 358)
m/z (calculado) m/z (medido) Formula Molecular Erro (ppm)
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-2,9
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Espectro 18- Espectro de MS/MS obtido em andlises no LIT-Orbitrap para o m/z 372
T: FTMS + p ESI Full ms2 372.16@cid35.00 [100.00-600.00]
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Célculo do erro atribuido a cada estrutura proposta para o espectro 18 (m/z 372)

m/z (calculado) m/z (medido) Formula Molecular Erro (ppm)
372,1554 372,1545 C1oH22N30s" -2,4
354,1448 354,1440 C19H2oN30," -2,3
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Espectro 19- Espectro de MS/MS obtido em anélises no LIT-Orbitrap para o m/z 374
T: FTMS + p ESI Full ms2 374.17@cid35.00 [100.00-600.00]
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Célculo do erro atribuido a cada estrutura proposta para o espectro 19 (m/z 374)
m/z (calculado) m/z (medido) Formula Molecular Erro (ppm)
374,1710 374,1704 C19H24N505" -1,6
356,1605 356,1599 C19H2N50," -1,7
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Espectro 20- Espectro de MS/MS obtido em analises no LIT-Orbitrap para o m/z 360
(Enrofloxacino)

T: FTMS + p ESIFull ms2 360.17@cid35.00 [95.00-600.00]
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Calculo do erro atribuido a cada estrutura proposta para o espectro 20 (m/z 360)

m/z (calculado) m/z (medido) Formula Molecular Erro (ppm)
360,1718 360,1709 C1oH23FN;05" -2,5
342,1612 342,1603 Ci1oH21FN30," -2,6
316,1820 316,1811 CigH23FN30O" -2,8




