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RESUMO

As fluoroquinolonas constituem uma das mais receitadas classes de medicamentos, sendo
aplicadas no tratamento de diversas infec¢bes bacterianas graves tanto em humanos quanto
em animais. Todavia, em alguns casos, seu amplo espectro de atividade pode torna-las tdo
nocivas quanto a propria doenca. Ademais, podem ser absorvidas na forma ndo metabolizadas
pelos tecidos de origem animal e/ou excretada em amostras bioldgicas. Isto pode promover a
contaminacdo de alimentos consumidos pelos humanos, o que pode acarretar, entre outros
danos, em uma resisténcia ao fa&rmaco. Portanto, neste trabalho foram propostos dois novos
métodos alternativos para determinar simultaneamente as fluoroquinolonas levofloxacina
(LEVO) e norfloxacina (NOR) em diversas matrizes. Para este proposito, utilizou-se como
técnica eletroanalitica a voltametria de onda quadrada (VOQ) e como ferramenta auxiliar na
separacdo dos picos o0 procedimento matematico de deconvolucdo, foi realizado no software
Microcal Origin®. A deconvolucéo foi necesséria, pois, embora estas fluoroquinolonas fossem
facilmente detectadas individualmente, o0 mesmo ndo se aplicou a mistura de ambas, devido a
uma sobreposicdo dos picos voltamétricos. Os estudos iniciais foram realizados sobre a
superficie do eletrodo de carbono vitreo (ECV), em diferentes eletrolitos suporte e presenga
de surfactantes, na tentativa de obtencdo de voltamogramas com picos voltamétricos
satisfatoriamente separados. As condi¢cdes otimizadas para 0 ECV foram adaptadas e usadas
no emprego dos eletrodos de carbono impressos (ECI). Em ambas as superficies eletrddicas,
os voltamogramas foram caracterizados por dois picos, o primeiro observado em 1,04 V
(ECV) e 0,73 V (ECI), atribuido a oxidagdo da LEVO, e o segundo observado em 1,14 V
(ECV) e 0,87 V (ECI), atribuido a oxidacdo da NOR. Apoés a otimizacgdo das condicOes para o
ECV, obteve-se resposta linear para deteccdo das fluoroquinolonas no intervalo de
concentracdo de 2,00x10°® a 2,00x10™ mol L™ (r = 0,999, n = 10) com um limite de deteccéo
de 2,97x107 mol L (LEVO) e 7,90x107 mol L™ (NOR). Para os ECls a resposta
voltamétrica foi linear no intervalo de concentracio de 2,50x10” a 3,00x10™ mol L™ (r =
0,999, n = 7) com um limite de deteccdo de 3,20x10°® mol L™ (LEVO) e 8,30x10" mol L*
(NOR). A eletroanalise das amostras de urina humana e bovina foi satisfatéria, possibilitando
a quantificacdo dessas fluoroquinolonas com recuperacgéo entre 90,2% e 103,1% para LEVO e
entre 88,1% e 107,1% para NOR quando empregado ECV e recuperacGes entre 96,8% e
101,1% para LEVO e entre 98,0% e 100,8% para NOR quando empregado ECI. Assim, 0s
objetivos do trabalho foram atendidos, com desempenho analitico promissor para
determinacdo simultanea de LEVO e NOR sobre a superficie dos ECV e ECI bem como do
procedimento de deconvolucéo de picos.

Palavras chave: eletroanalise, surfactantes, deconvolucédo, fluorogquinolonas, voltametria de
onda quadrada.



ABSTRACT

The fluroquinolones are some of the most prescribed class of drugs, being used on many
bacterial infections treatment, both in humans and animals. However, in some cases, its broad
spectrum of activity may take it so harmful as the disease. Moreover, they may be absorbed
on the unmetabolized form by the tissues of animal origin and/or excreted in biological
samples. It may cause the contamination of the food eaten by humans, which may cause,
among others damages, in a drug resistance. Therefore, in this task two new alternative
methods were proposed to determine, simultaneously, the fluorogquinolones levofloxacin
(LEVO) and norfloxacin (NOR) in several matrices. For this purpose, the square wave
voltammetry (SWV) was used as electroanalytical technique and as a tool to help on
separation of the peaks, the mathematical deconvolution procedure which was done on the
Microcal Origin® software. The deconvolution was necessary, because, although these
fluroguinolones were easily detected individually, the same was not applied on the mixture of
both, due to an overlap of voltammetric peaks. The initial studies were done on the surface of
the glassy carbon electrode (GCE), in different supporting electrolytes and presence of
surfactants, on an attempt to obtain voltammograms with voltammetric peaks, satisfactorily
separated. The optimized conditions to GCE were adapted and used on screen-printed carbon
electrodes (SPCE). In both the electrodic surfaces, the voltammograms were characterized by
two peaks, the first observed in 1.04V (GCE) and 0.73V (SPCE), assigned on oxidation of
LEVO, and the second observed on 1.14V (GCE) and 0.87V (SPCE), assigned on oxidation
of NOR. After optimization of the conditions for the GCE, obtained linear response to
fluroquinolones detection in the concentration range of 2.00x10°® to 2.00x10™ mol L™ (r =
0.999, n = 10) with a limit of detection of 2.97x10”" mol L™ (LEVO) and 7.90x10”" mol L™
(NOR). For SPCEs, the voltammetric response was linear in the concentration range of
2.50x10" to 3.00x10™ mol L™ (r = 0.999, n = 7) with a limit of detection of 3.20x10® mol L™
(LEVO) e 8.30x10”" mol L™ (NOR). The electroanalysis of human and bovine urine samples
were satisfactory, enabling the quantification of these fluoroguinolones with recovery values
between 90.2% and 101.3% to LEVO and between 88.1% e 107.1% to NOR when used the
GCE and between 96.8% and 101.1% to LEVO and between 98.0% and 100.8% to NOR,
when using the SPCE. Thus, the aims of this work were attended, with promising analytical
performance for simultaneous determination of LEVO and NOR on the surface of SPCE and
GCE.

Keywords: Electroanalysis, Surfactants, Deconvolution, Fluoroquinolones, Square Wave
Voltammetry
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1 INTRODUCAO

Atualmente, os antibioticos constituem uma das mais receitadas classes de
medicamentos, sendo empregado no tratamento de diversas infeccBes bacterianas graves
ocasionadas em humanos e animais. Com o0 uso das sulfonamidas deu-se inicio a era da
quimioterapia antibacteriana. A partir da introducdo da penicilina, o mercado de
antibacterianos vem sendo dominado por produtos naturais e/ou derivados sintéticos [1].

Agentes antibacterianos sintéticos derivados da quinoleina, as quinolonas e
fluoroguinolonas, ocupam uma posi¢do de destaque cada vez maior entre esses antibi6ticos.
Embora os primeiros derivados quinolonicos apresentassem efeitos terapéuticos limitados,
devido ao rapido desenvolvimento de resisténcia bacteriana, essa classe teve um grande
avanco nas duas Ultimas décadas. O desenvolvimento desses medicamentos ocorreu devido ao
fato das quinolonas e fluoroquinolonas sintetizadas apresentarem uma ampla e eficaz
atividade antimicrobiana apds administracdo oral - no tratamento de diversas doencas
infecciosas-, sendo também observado baixo efeito colateral e uma menor inducdo a

resisténcia bacteriana [2]-[5].
1.1 Desenvolvimento das fluoroquinolonas

O desenvolvimento das fluoroquinolonas data de 1962 quando Lesher e colaboradores
[6], na tentativa de sintetizar um composto antimalarico a partir da cloroquina, produziram
acidentalmente a 7-cloroquinolina, uma substancia que apresentou acdo contra bactérias
Gram-negativas. A partir dos resultados desse estudo foi obtido o &cido nalidixico, desde
entdo considerado a primeira quinolona de uso clinico. Estudos mostraram que este farmaco
atingia concentracdes elevadas na urina, mas nao no sangue ou outros tecidos. Posto isto, seu
uso ficou restrito ao tratamento de infecgbes do trato urinario ndo complicado e
gastroenterites causadas por bactérias Gram-negativas. Apesar de o acido nalidixico ter sido
indicado durante varios anos para o tratamento de infeccBes do trato urinario, este farmaco
apresentou um espectro de acdo restrito com elevada resisténcia bacteriana e alguma
toxicidade, por isso seu uso foi considerado de baixa relevancia [7, 8]. Devido a possibilidade
de manipular o nacleo quinolénico, Figura 1, com objetivo de obter compostos com maior
atividade antimicrobiana, maior espectro de acdo e baixa toxicidade, novas moléculas foram
sintetizadas, o que levou ao desenvolvimento das quinolonas. Os derivados do &acido
nalidixico desenvolvidos na década de 70, tais como acido piromidico, acido pipemidico e a

cinoxacina, apresentaram as mesmas propriedades farmacocinéticas e, embora se associem a
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espectro de acdo mais abrangente, também tiveram seu emprego restrito ao tratamento de

infeccOes do trato urinério [10].

Figura 1 - Estrutura basica das quinolonas (anel quinolénico).

R5 O
R6 COOH
= 4
| N
NS
S
R8 R1

Fonte: Proprio autor

A insercdo do atomo de flior na posicdo 6 do anel quinolénico (Rg), Figura 1,
representou um avango consideravel no desenvolvimento das quinolonas, pois ampliou a
atividade contra organismos gram-negativos, aumentando a habilidade das quinolonas em
penetrar nas paredes celulares. Por esta razdo, a maioria dos agentes antimicrobianos
derivados das quinolonas contem um atomo de flior na posicdo 6, sendo consequentemente
denominadas fluoroquinolonas [7, 8]. Um avanco nas pesquisas referente aos derivados das
quinolonas foi a sintese da norfloxacina, um composto contendo um atomo de fldor na
posicao 6 (Rs) e um anel piperazinil na posi¢ao 7 (R;),da Figura 1, que apresentou um amplo
espectro de acdo contra microorganismos aerobicos Gram-positivos e Gram-negativos,

satisfatoria absorcdo e menor toxicidade [10 - 12].
1.2 Classificacdo das quinolonas

Embora os critérios utilizados pelos diferentes autores para a classificacdo da
quinolonas sejam controversos, estes farmacos em geral sdo agrupados em trés geraces como

observado na Tabela 1.
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Tabela 1 - Classificagdo da quinolonas por geracéo.

12 GERACAO

22 GERACAO

32 GERACAO

Acido Nalidixico

Acido Oxolinico

Norfloxacina

Ciprofloxacina

Grepafloxacina

Tosufloxacina

Acido Piromidico Enoxacina Lomefloxacina
Flumequina Ofloxacina Trovafloxacina
Rosoxacina Levofloxacina Gatifloxacina

Cinoxacina Enrofloxacina Moxifloxacina

As quinolonas de primeira geracdo abrangem as primeiras quinolonas que foram
sintetizadas e que ndo sao fluoradas, com excecdo da flumequina. Os farmacos desta geracao
possuem espectro de acdo limitado além de uma rapida inducéo a resisténcia bacteriana [1,8].

A seguda geracdo teve inicio com a sintese da norfloxacina, essas fluoroquinolonas
possuem um enorme potencial no tratamento de um grande nimero de doencas infecciosas
devido ao largo espectro de acdo. Apresentam acdo contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas. Quando comparadas, as quinolonas de primeira geracdo possuem desvantagem em
relacdo as de segunda geracdo, pois produzem mutantes resitentes numa frequéncia maior,
além de possuir um estreito volume de distribuicdo devido a sua menor lipossolubilidade [5,
8].

Por fim, as quinolonas de terceira geracdo, que com excecdo da lomefloxacina e
flerofloxacina, sdo mais ativas contra bacterias Gram-positivas, podendo ser utilizadas com
maior eficacia no tratamento de infeccGes das vias aéreas. A terceira geracdo das quinolonas
apresentam, frequentemente, aceitaveis propriedades farmacocinéticas, que englobam alta
biodisponibilidade, boa penetracdo celular e elevado tempo de meia vida. Além de
apresentarem boa eficacia terapéutica em adultos nas infeccGes do trato urinario, aparelho
repiratorio, trato gastrointestinal, peles, tecidos mole, infeccdes articulares e dsseas e doencas

sexualmente tramissiveis [1,5].
1.3 Fluoroquinolonas

Conforme mencionado anteriomente, as fluoroquinolonas sdo importantes agentes
antibacterianos, eficazes no tratamento de uma série de infeccdes graves. A diferenca entre
um farmaco do grupo das quinolonas e do grupo das fluoroquinolonas é a presenca de um ou

mais a&tomos de flGor na molécula, resultando em um composto fluorado com maior atividade
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antibacteriana bem como maior penetragdo intracelular [1,5]. Estes farmacos apresentam
propriedades farmacocinéticas que incluem alta biodisponibilidade, extensiva penetracdo nos
tecidos, baixa ligacdo proteica e, principalmente, elevado tempo de meia vida. Apos a
administracdo oral, parte do medicamento é rapidamente absorvido pelos tecidos do corpo,
alcancando concentragdes plasmaticas entre 1 e 4 horas, e uma fragdo significativa é
excretada na urina de forma inalterada [14]. Um exemplo tipico, é o farmaco levofloxacino
(LEVO), que possui um tempo de meia vida entre 6 e 8 horas, permitindo uma administracao
diaria em doses de 500 mg. A biodisponibilidade absoluta de uma dose oral de 500 mg de
LEVO pode alcancar a 99% e, ap0s a sua administracdo, cerca de 80% € recuperada, na urina,
na forma inalterada num periodo de 48 horas [15].

Outro exemplo, € o farmaco norfloxacino (NOR), que possui um tempo de meia vida
entre 3 e 4 horas, permitindo uma administracdo diaria em doses de 400 mg e, apds sua

administracéo, cerca de 200 pg mL™ deste formaco é encontrado na urina [16].

Figura 2 - Estrutura quimica das fluoroquinolonas levofloxacina (LEVO, A) e norfloxacina (NOR, B).

O O O O
OH | OH

HgC!N\) O\)\CHE, HN\) kCH3

Fonte: Préprio autor

Com o aumento no consumo desta classe de antibidtico, tem se constatado um ndmero
expressivo de pacientes que desenvolvem algum tipo de efeitos colaterais [17,18]. Os
sintomas tém sido associados a efeitos graves aos sistemas musculo-esquelético,
cardiovascular, nervoso central e periférico, circulatorio, enddcrino, gastrointestinal, urinario,
ao figado, ao cérebro, a pele e os sistemas sensoriais [17,18]. As fluoroquinolonas entre outras
quinolonas estdo entre os farmacos que mais acarretam reacdes adversas graves de modo que,
em alguns paises, muitos foram retirados do mercado devido preocupacfes de salde e
seguranca. Entre as quais, incluem-se a gatifloxacina, grepafloxacina, temafloxacina,

trovafloxacina e alatrofloxacina [17-21].
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Outro fator preocupante é a administracdo desses farmacos concomitantemente. Em
alguns casos, esta ingestdo pode provocar reagdes adversas e ser fatal. A Teofilina e a
Warfarina, por exemplo, podem ser altamente tdxica quando ingeridas juntamente com
algumas fluoroquinolonas, necessitando cuidados especiais e monitoramento rigoroso dos
pacientes tratados com estes medicamentos [22, 23].

Como observado, os antibidticos com amplo espectro de atividade contra bactérias
podem ser quase tdo prejudiciais quanto a propria doenga, por isso o0 uso de algumas
fluoroquinolonas deve ser rigorosamente controlado [24 - 25]. Algumas fluoroquinolonas
podem ser sorvidas em tecidos e/ou excretadas no leite, urina e outras amostras bioldgicas,
podendo atingir uma excrecdo de até 80 % na forma ndo metabolizada [24 - 26]. Os residuos
de fluoroguinolonas em alimentos de origem animal também podem causar resisténcia em
individuos saudaveis, através da ingestdo indireta do medicamento [27 - 29].

Considerando que a contaminacgdo residual de drogas em alimentos € um grande
problema de satde em todo o mundo [29], um fator relevante é a determinacdo do acumulado
de drogas ndo metabolizadas em alimentos, entretanto, para isso faz-se necessario a utilizagédo
de métodos analiticos confiaveis. Do ponto de vista da industria farmacéutica, a analise de
amostras desempenha um papel importante em vérias fases de desenvolvimento [30], desde o
controle na formulagdo do produto, até a concentracdo final da droga e excre¢do do principio
ativo na forma ndo metabolizada em tecidos animais. A disponibilidade de métodos analiticos
simples, rapidos e confidveis para controle de qualidade dos produtos farmacéuticos e o
monitoramento da concentracdo da droga em alimentos de origem animal e amostras
bioldgicas sdo altamente desejaveis e sdo tdo importante quanto a pesquisa para a descoberta

de novas fluoroquinolonas potentes com melhores propriedades farmacocinéticas.
1.4 Métodos Analiticos para Determinacdo de Fluoroquinolonas
1.4.1 Métodos Oficiais

E incumbéncia das Farmacopeias, fornecerem metodologias com as especificacdes de
qualidade dos produtos farmacéuticos — desde as matérias primas utilizadas na fabricacdo dos
medicamentos até a embalagem final [14]. As especificacfes regulam as relacbes de
importacdo e exportacdo, além de estabelecerem pré-requisitos de qualidade do principio

ativo e das especialidades farmacéuticas produzidas ou usadas no Brasil e no exterior [23]. As
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monografias contendo essas especificagfes auxiliam a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) no controle de qualidade de medicamentos e insumos para satde.

Algumas farmacopeias utilizam técnicas analiticas instrumentais para determinar o
teor de principios ativos de medicamentos a base de fluoroquinolonas. A cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) é a técnica indicada pela Farmacopeia Norte-Americana,
USP 24, para andlises de formulacGes farmacéuticas com objetivo de determinar a cinoxacina
e a ciprofloxacina [14, 32]. A Farmacopeia Britdnica recomenda que as preparacdes
farmacéuticas sejam analisadas por espectroscopia na regido do ultravioleta ou titulacédo
potenciométrica em meio ndo aquoso para determinacdo do &cido nalidixico, sendo este
ultimo procedimento também empregado na determinacéo de norfloxacina [14, 33].

Na Farmacopeia Brasileira, Parte Il da 5% edicdo [34], encontram-se disponiveis
monografias referentes a analise de formulagcbes, as quais descrevem metodologias de
quantificacdo empregando a CLAE com deteccdo espectrofotométrica e também os métodos
potenciométricos. E evidente que, com excecdo da potenciometria, os métodos oficiais
empregados para analises de preparacdes farmacéuticas e monitoramento da qualidade do
medicamento envolvem apenas técnicas cromatograficas e espectrofotométricas. Além disso,
nenhum esforco tem sido dedicado na determinacdo quantitativa de residuos desses
medicamentos em amostras bioldgicas, cujas analises poderiam fornecer resultados relevantes
para 0 acompanhamento da toxidade desses medicamentos em pacientes que 0S ingerem
acidentalmente.  Algumas  metodologias  analiticas  empregando as  técnicas
espectrofluorimétricas, cromatograficas e voltamétricas, apesar de ndo citadas nas
Farmacopeias consultadas, sdo descritos em varios artigos e revisdes encontrados na
literatura, os quais propdem analises de diversas amostras bioldgicas. Assim, uma breve

descricdo de alguns desses métodos sera apresentada a seguir.
1.4.2 Métodos Alternativos
1.4.2.1 Métodos Espectrométricos e Cromatogréaficos

Na literatura encontram-se diversas publica¢cdes envolvendo a quantificacdo de
medicamentos [14, 35], utilizados para o tratamento de diferentes tipos de infecgdes, cujas
analises sdo aplicadas em amostras mais complexas como sangue, plasma, urina, tecido
humano e animal. Essas publicacbes fornecem informacbes sobre meétodos de extracdo,

purificacdo e pré-concentragéo, os quais a partir de algumas adaptacGes podem ser utilizados
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na determinacdo de antibidticos fluoroquinolados em matrizes mais complexas, como as
amostras bioldgicas [14, 35]. Devido a essa diversidade de métodos de analises, reportar-se-a
apenas alguns exemplos para cada técnica analitica, destacando aqueles desenvolvidos para
determinacdo de fluoroquinolonas utilizados no desenvolvimento deste trabalho, ou seja,
LEVO e NOR.

As técnicas espectrométricas com absor¢do tanto na regido do ultravioleta quanto na
regido do visivel sdo simples, de baixo custo e de facil execucdo quando se trata de
quantificacdo de analitos organicos. A habilidade de fornecer espectros em poucos segundos,
tornam os métodos espectrofotométricos insubstituiveis em certos ramos da quimica analitica.
Todavia, devido a falta de seletividade destas técnicas e a complexidade de algumas matrizes,
nas analises de amostras biologicas, hd um problema de sobreposi¢do espectral, sendo
necessarias etapas de separacdo dos interferentes do analito de interesse [14]. Em sistemas
complexos, como os de amostras de tecidos animais e humanos, as bandas de absorgéo se
apresentam de forma larga e com alta sobreposicdo espectral. Assim, para contornar 0s
problemas decorrentes da sobreposicdo espectral entre analito/interferente, sdo necessarios
sofisticados métodos de extracao, além de aplica¢Ges de calculos matematicos (espectroscopia
derivativa) que, muitas vezes ndo fornecem resultados satisfatorios. Além disso, 0os métodos
espectrofotométricos apresentam altos limites de deteccdo, o que inviabiliza sua aplicacdo na
analise de amostras contendo baixos teores do analito de interesse.

Para exemplificar alguns dos trabalhos sobre o uso desta técnica, Gonzalez e
colaboradores [36] desenvolveram um método para andlise de LEVO em amostras de
formulacdes farmacéuticas, soro e urina humana. O método baseia-se no emprego da técnica
espectrofluorométrica com deteccdo em Aexc. = 292 NM € Aemis. = 494 nm, cuja andlise é feita
em meio aquoso. Resultados satisfatorios foram obtidos para o antibidtico adicionado nas
amostras analisadas com medic&o de 5,0 pg mL™ no soro e de 420,0 ug mL™ na urina
humana, em solucdes de 8,0 mmol L™ de dodecilsulfato de sédio (pH 5).

Stankova e colaboradores [37] desenvolveram uma metodologia para analise de
norfloxacina em amostras de formulacGes farmacéuticas, utilizando a técnica de
espectrofotometria de fluorescéncia. A determinacdo de norfloxacina foi feita em meio de
HCI 0,1 mol L™ na presenca de dodecilsulfato de sédio e as medidas foram realizadas no
comprimento de emissdo de 450 nm e de excitacdo de 320nm. Obtendo-se limite de detecgédo

de 30,0 pg L™ Na literatura encontram-se outras publicacdes abrangendo a quantificagdo de
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fluoroquinolonas em diversas amostras [14, 38, 39], nas quais encontram-se alternativas para
contornar problemas de interferéncias causadas pelos constituintes da matriz.

Dentre as metodologias alternativas para deteccao e quantificacdo de fluoroquinolonas
em amostras bioldgicas e formulagbes farmacéuticas, os métodos cromatograficos, mais
especificamente a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com deteccdo UV/Vis, tem
sido a técnica analitica mais empregada. Esta técnica possui a vantagem de separar e
quantificar satisfatoriamente um maior numero de substancias em matrizes mais complexas,
sendo esta destacada em relacdo as demais. Neste caso, a CLAE permite obter resultados
satisfatorios e confiaveis em funcdo da possibilidade de separacdo dos interferentes usando
uma coluna adequada. Por conseguinte, pesquisadores buscam alternativas para aperfeicoar 0s
sistemas de detec¢do, bem como a minimizacdo de interferéncias oriundas da matriz, isso
ocorre devido a sofisticados procedimentos de tratamento das amostras antes das analises
[14].

Dentre os trabalhos encontrados, Wong e colaboradores [40] reportaram que a
levofloxacina pode ser quantificada empregando a CLAE com deteccdo UV, cuja deteccgdo é
realizada apds o processo de extracdo liquido-liquido para isola-la dos interferentes das
matrizes bioldgicas, plasma e urina humana. O composto foi separado em uma coluna de fase
reversa C18 e quantificado pela medida da absorbancia em um A = 330 nm. O método
apresentou uma relagéo linear no intervalo de concentracéo de levofloxacina entre 0,08 e 5,18
ng mL™ no plasma e 23 e 1464 pg mL™ na urina humana.

Ainda em relacdo a levofloxacina, foi encontrada uma metodologia cromatogréafica
com deteccdo espectrofluorométrica, a qual foi desenvolvida por Sousa e colaboradores [41].
Neste trabalho, foi realizada uma anélise simultdnea das fluoroquinolonas: levofloxacina,
pazufloxacina, gatifloxacina, moxiflxacina e trovafloxacina em amostras de plasma humano.
As amostras foram pré-tratadas com acetonitrila para a precipitacdo das proteinas do plasma
e, posterior analise usando uma coluna C18. A fase movel foi composta por uma mistura de
0,10 % de &cido férmico aquoso ajustado a pH 3,00 com trietilamina, acetonitrila e metanol
com vazéo de 1,00 mL min™, a deteccdo em hexe. = 260 NM, €, Aemis. = 455 nm. Resultados
satisfatorios foram obtidos para a analise simultanea desses antibiéticos fluoroquinolados,
sendo que para levofloxacina a curva de calibraco foi linear na faixa de 0,02 a 5,00 ug mL™,

com limite de quantificagdo de 0,02 pg mL™.
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Um método semelhante foi desenvolvido por Samanidou e colaboradores [42], em que
a CLAE acoplada ao detector de UV/Vis (deteccdo em 275 nm) foi empregado para a
determinacdo de norfloxacina, enoxacina, ofloxacina e ciprofloxacina em amostras de
formulacGes farmacéuticas e soro sanguineo. Neste método, os autores realizaram um
tratamento prévio das amostras com acetonitrila para a precipitacdo de proteinas. Neste caso,
a metodologia foi suficiente para a deteccdo das quatro fluoroquinolonas estudadas,
permitindo a quantificagdo da ordem de 2,0 ng L™ para enoxacina, 12,0 ng pL™* ofloxacina,
3,0 ng pL* norfloxacina e 5,0 ng pL™* ciprofloxacina.

Venkata e colaboradores [43] por sua vez desenvolveram uma metodologia analitica
para andlise de amostra de soro e urina humana e determinacdo de norfloxacina. O método
baseia-se no uso da CLAE com detec¢do no UV em comprimento e onda de 273 nm, cuja
analise envolve uma extracdo da norfloxacina das amostras com cloreto de metileno e
hidréxido de sdédio a pH 7,5. Resultados satisfatérios foram obtidos, permitindo quantificacdo
da ordem de 0,10 a 10 ug mL™ para o soro e 1,0 a 500 pug mL™ para a urina.

As metodologias resumidas nos paragrafos anteriores relatam a analises de amostras
contaminadas com os analitos de interesse. Poucos sdo os trabalhos que descrevem a
determinacdo desses analitos em amostra bioldgica reais. Informacfes adicionais sobre
métodos alternativos de analises de amostras bioldgicas e formulagGes podem ser encontradas
em revisdes sobre o assunto [14, 35] e, também em artigos cientificos que empregam técnicas
eletroanaliticas [44 - 52], cujos trabalhos prop6em métodos de extracdo e deteccdo de varias

fluoroquinolonas em uma variedade de matrizes.
1.4.2.2 Métodos Voltamétricos

Os métodos voltamétricos sdo empregados na determinacdo de varios compostos
organicos, inorganicos e organometalicos, em diversas matrizes, com possibilidade de
deteccdo do analito em solventes aquosos e ndo aquosos. Em relacdo as quinolonas, a
presenca de um grupo carbonilico, de um grupo carboxilico e de duplas ligacbes C-C em sua
estrutura indicam que estas substancias podem ser eletroativas. Assim sendo, a utilizacdo das
técnicas eletroanaliticas para a deteccdo de farmacos pode ser relevante, uma vez que esta
pode atender alguns requisitos para testes analiticos simples, rapidos, sensiveis e econdbmicos,
com capacidade de identificar determinar compostos em concentracdes a niveis baixissimos,
além de suprimir etapas de pré-tratamento para eliminar interferentes presente nas matrizes e

baixo custo de equipamentos e materiais utilizados [53-55].
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Neste sentido, o desenvolvimento de novas metodologias pode contribuir
favoravelmente para o estabelecimento de novas legislacdes que possam fornecer um controle
mais efetivo destes medicamentos e suas formas derivadas em tecidos animais e derivados do
leite, aumentando a credibilidade de produtos regionais comercializados no cenario nacional e

internacional.
1.5 Voltametria de Onda Quadrada (VOQ)

Quando se trata de desenvolvimento de metodologias eletroanaliticas as técnicas
voltamétricas destacam-se, dentre estas, a voltametria de onda quadrada (VOQ), pois esta é
uma das técnicas eletroquimicas de pulso mais rapidas e sensiveis. A aplicacdo desta técnica
tem gerado resultados aceitaveis em termos de perfil voltamétrico e intensidade de sinal, isso
independentemente do tipo de processo redox. Os limites de deteccdo (LOD) dessa técnica
sdo comparaveis aos obtidos pelas técnicas de cromatografia e espectroscopia [56]. A maior
vantagem da técnica consiste na utilizagdo de altas velocidades de varredura com reduzida
corrente capacitiva, em que é possivel obter correntes de pico melhor definidas, melhorando a
sensibilidade da mesma. Ademais, é possivel obter dados mecanisticos e cinéticos do
processo eletrodico em estudo e como vantagem em relacdo as demais técnicas voltamétricas.
Além disso, é possivel utilizar modelos matematicos, para diagnosticar tipos de processos
redox, que considera as espécies eletroativas adsorvidas na superficie do eletrodo [57].

Radi e colaboradores [49] relatam a determinacdo de fluoroquinolonas utilizando a
técnica de VOQ, cujo método consiste na determinacado de levofloxacina pela técnica de VOQ
sobre a superficie do eletrodo de carbono vitreo. Apds a otimizacdo dos parametros e das
melhores condicBes de trabalho, a curva analitica apresentou linearidade na faixa de
concentracdo de 6,0x10° a 5,0x107 mol L™ com limite de deteccdo de 5,0x10° mol L™. A
aplicacdo do método para quantificacdo de levofloxacina na amostra foi realizada pelo
método de adicdo de padrdo, obtendo recuperacdo média de 97,7% para a analise de amostras
de urina humana, indicando uma viabilidade de utilizagdo da técnica. Ainda no
desenvolvimento dessa metodologia foi observado e diagnosticado um processo de
transferéncia eletronica irreversivel.

Em trabalho similar Ghoneim e colaboradores [58] estudaram o comportamento
eletroquimico e determinacédo da fluoroguinolona norfloxacina, em formulag&o farmacéutica e
urina humana utilizando a técnica de VOQ sobre superficie do eletrodo de carbono vitreo.

Apbs o diagndstico de um processo de transferéncia eletronica irreversivel, foi realizada a
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otimizagdo dos parametros de melhor condi¢do de trabalho. Para a construgdo da curva
analitica obteve-se resposta linear na faixa de concentragdo de 1,5x10° a 1,5x10™° mol L™

com um limite de deteccdo de 2,5%x10° mol L™
1.6. Eletrodos Impressos

Em busca de metodologias analiticas praticas com aplicagdo em amostras contendo
baixos niveis de concentracdo do analito de interesse, destacam-se os eletrodos impressos. O
desenvolvimento deste tipo de eletrodo é destacado, quando objetiva-se a praticidade no uso
aliada a uma maior detectabilidade, devido a possibilidade de modificacdo da superficie do
eletrodo de trabalho. A busca por praticidade tem estimulado o desenvolvimento de sensores
eletroquimicos e dispositivos eletrodicos contendo os trés eletrodos no mesmo suporte para 0s
eletrodos impresso, por exemplo, para obtencdo de melhor desempenho e facilidade de
restauracdo da superficie do eletrodo ap6s o uso, considerando que o fator de restauracdo da
superficie € um dos maiores obstaculos na utilizacdo de eletrodos sélidos [54]. Adaptacbes no
tamanho e arranjo desses eletrodos tém proporcionado eletrodos multifuncionais, sensiveis,
seletivos, de facil uso e com possibilidade de realizacdo de analises em campo [54, 59, 60].

O eletrodo de carbono impresso consiste em um deposito de filme de carbono ou outro
material condutor sobre um suporte inerte, geralmente PVC, cerdmica, ou vidro [54, 59, 60].
O filme é parcialmente coberto por uma segunda camada fina de um material isolante para
definir uma érea de contato elétrico numa extremidade e outra para ser a superficie do

eletrodo na outra extremidade, como mostra a Figura 3.

Determinacdo eletroanalitica simultanea das fluoroquinolonas, levofloxacina e norfloxacina,
empregando meio micelar e procedimento de deconvolugéo



24
Introducéo

Figura 3 - llustracdo de um eletrodo de carbono impresso Dropsens (DS 110) em cerdmica. ER =
eletrodo de pseudo referéncia (Ag), EA = eletrodo auxiliar (tinta de Carbono), ET = eletrodo de
trabalho (tinta de Carbono) e CET = contato elétrico ET, CER = contato elétrico ER e CEA = contato
elétrico EA.

o FA o@
CEA ER
7’ CET

CER
Fonte: Préprio autor.

Esses eletrodos, além de serem passiveis de fabricacdo em maquinas de silk screen,
estdo disponiveis comercialmente em varias empresas que revendem potenciostatos. A
maioria dos modelos de eletrodos com tintas condutores e isolantes comerciais séo de baixo
custo e patenteadas, ou seja, a fabricacdo ndo é revelada apropriadamente [59].

Uma das vantagens desse tipo de eletrodo é a facil manipulacdo e apresentacao de um
sistema completo, contendo eletrodo de trabalho, auxiliar e referéncia impresso no mesmo
suporte e com area significativamente reduzida. Estes eletrodos também apresentam
sensibilidade, seletividade, estabilidade, reprodutibilidade, robustez, resposta rapida e
facilidade de uso, requisitos para analise rotineira nas industrias. Além disso, sdo de facil
fabricacdo, possibilitando a producéo em larga escala [54, 59, 60]. Na literatura ha relatos de
trabalhos que utilizam eletrodos impressos para quantificacdo de diversas espécies, organicas
e inorganicas, cujos resultados séo satisfatorios e disseminam a aplicagdo destes eletrodos em
sistemas de detec¢do e desenvolvimento de novas metodologias analiticas. Assim, uma breve
revisdo de trabalhos que utilizam eletrodos impressos sera apresentada a seguir.

Radi e colaboradores [61] desenvolveram um método eletroanalitico para a
determinacédo de gemifloxacina em formulacdes farmacéuticas utilizando eletrodo de carbono
impresso e a técnica de voltametria de pulso diferencial. Apds a otimizacdo dos parametros
experimentais e instrumentais, foi construida uma curva de calibracdo que apresentou
linearidade na faixa de concentragdo entre 5,0x107 e 10,0x10° mol L?, com limite de
deteccdo de 1,5x10" mol L™ e limite de quantificacdo de 5,0x10° mol L. Embora a amostra

seja de baixa complexidade, o valor de recuperacdo situado entre 96,3% e 103,6%, evidencia
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que o método pode ser usado com sucesso na determinacgdo de gemifloxacina em formulacGes
farmacéuticas.

Bergamini e colaboradores [62] desenvolveram um método eletroanalitico para
determinacéo de aurotiomalato em amostras de urina humana usando voltametria de varredura
linear e eletrodos de carbono impresso. O método também foi aplicado com sucesso na
determinacéo do aurotiomalato na matriz, com um limite de deteccdo da ordem de 6,5x10°’
mol L™

Em outro trabalho exemplificando o uso dos eletrodos impressos, Trindade e Zanoni
[59] desenvolveram um método para quantificacdo do corante Solvent Blue 14 (SB-14) em
amostras de combustiveis usando diversas técnicas eletroquimicas. Os autores utilizaram
eletrodos de carbono impresso e surfactantes para a deteccdo de SB-14, cujo sistema permitiu
desenvolver um método e aplica-lo com sucesso na determinacdo do corante em amostras de
combustiveis. O limite de deteccdo para este sistema foi de 9,3x10® mol L™ e valores de

recuperacao entre 82 e 99%.
1.7 Surfactantes

Surfactantes ou tensoativos sdo substancias constituidas por uma parte polar (regido
hidrofilica) e outra parte apolar (regido hidrofébica). A parte apolar € geralmente uma cadeia
de hidrocarboneto com 6 até 22 atomos de carbono (normalmente linear). Por outro lado, a
parte polar é classificada de acordo com sua porc¢do hidrofilica, que pode ser idnica (catidnica
ou anibnica), ndo ibnica e anfotera [63 - 65]. Por causa da presenca de grupos hidrofilicos e
hidrofébicos na mesma molécula, os surfactantes tendem a se distribuir nas interfaces entre
fases com diferentes graus de polaridade (6leo/agua e agua/éleo), formando um filme
molecular ordenado nas interfaces o que reduz a tensdo interfacial e superficial, sendo
responsavel pelas propriedades unicas dos surfactantes. Estas caracteristicas permitem que 0s
surfactantes sejam utilizados para diversas aplicacdes industriais como: detergéncia,
emulsificacdo, lubrificacdo, solubilizacdo, dispersdo de fases e em experimentos
eletroquimicos [63 - 65].

Na literatura encontram-se diversos trabalhos com estudos eletroquimicos da interacao
que ocorre entre surfactante e espécie eletroativa, bem como as interacBes entre
surfactante/eletrodo [62,66 - 72]. Dentre esses trabalhos, alguns tratam a importancia do uso
de surfactantes para minimizar ou até mesmo suprimir a passivacdo da superficie eletrodica,

ocasionada pela adsorcdo de produtos eletrogerados. Os surfactantes também tém sido
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utilizados com sucesso para minimizar problemas advindos de matrizes complexas, uma vez
que interferentes presentes nestas amostras podem adsorver, irreversivelmente, na superficie
eletrodica e inativa-la parcialmente ou totalmente [73 - 76].

Os surfactantes também podem desempenhar um papel importante na melhoria da
separacdo de picos sobrepostos em determinacgdes simultaneas. Neste sentido, Hosseinzadeha
e colaboradores [77] relataram o uso de um surfactante como alternativa satisfatoria no
deslocamento do potencial e, consequentemente, melhora na separacdo dos picos durante a
determinacdo simultdnea de acido ascorbico e dopamina. Da mesma forma, Caramit e
colaboradores [78] empregaram surfactante, contendo um surfactante catidnico, como
condicdo ideal para melhorar a resolugdo voltamétrica e separacdo dos picos de dois
antioxidantes durante a deteccdo simultanea.

E importante ressaltar que existem inimeras obras que descrevem o papel vantajoso de
surfactantes em eletroquimica na separacdo de picos. No entanto, neste trabalho relatou-se
apenas uma pequena parte destes trabalhos. Neste sentido, priorizaram-se os trabalhos que
demostrassem as vantagens na utilizacdo de surfactantes para separacdo de picos em analises
simultaneas, na manutencédo da superficie ativa do eletrodo, além da amplificacdo da corrente

de pico durante a deteccdo de alguns analitos organicos em diversas amostras complexas.
1.8 Procedimento de Deconvolugédo

A deconvolucdo é considerada uma ferramenta matemética, cujo uso tem sido
satisfatorio, para ser utilizada na melhoria da separacdo de sinais sobrepostos [79]. O
procedimento de deconvolucdo € utilizado para separagdo de sinais complexos detectados por
diversos equipamentos analiticos e nas diversas areas de estudos. Na literatura ha relatos de
aplicacdo da deconvolucdo no uso de técnicas termogravimétricas, cromatogréficas,
espectroscopicas e eletroanaliticas [80-83]. Nas analises envolvendo técnicas eletroquimicas,
o procedimento de deconvolucdo permite determinar precisamente areas, posi¢cdes bem como
intensidades dos picos anteriormente sobrepostos, desde que exista uma menor diferenca de
potenciais de picos de 60 mV [80]. O procedimento de deconvolugdo em eletroquimica é
considerado uma alternativa nos casos em que a sobreposicdo do sinal voltamétrico ndo é
visivel ou, que, demanda um trabalho excessivo no processo de separacéo desses picos.

Como exemplo de sucesso no uso da deconvolucdo para separacdo de picos
sobrepostos, Garbellini e colaboradores [83] mostraram que para a reducdo simultanea dos

herbicidas atrazina e ametrina é necessario tal procedimento. Neste estudo, foi mostrado que a
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atrazina apresentou um pico de reducdo em -0,98 V, enquanto que a ametrina um pico de
reducdo -1,04 V vs. Ag/AgCl, cujos sinais foram totalmente sobrepostos quando detectados
simultaneamente. Portanto, os autores deconvoluiram a regido em duas gaussianas, obtendo
inclusive os voltamogramas dos picos deconvoluidos, e determinaram com maior precisao e
exatiddo a area, a corrente e o potencial de pico para as duas substancias estudadas. Utilizando
a técnica de voltametria de onda quadrada sobre superficie de um eletrodo de mercurio, o
procedimento de deconvolucdo foi indispensavel para a determinacdo simultanea dos
herbicidas atrazina e ametrina, permitindo resultados satisfatorios de recuperacdo para
analises de amostras de agua potavel.

Destaca-se ainda a utilizacéo da técnica de deconvolucédo no trabalho desenvolvido por
Elsabee e colaboradores [80] para a determinacdo dos picos endotérmicos de amostras de
acido benzoico e o cloridrato de efedrina apds analise empregando a técnica de calorimetria
exploratoria diferencial (DSC). Com a finalidade de contornar problemas de sobreposicdo dos
picos cromatograficos registrados com a técnica de cromatografia gasosa com detector de
massa, apds analises de uma variedade de pesticidas em frutas e legumes através, Norli e
colaboradores [81] também utilizam o procedimento de deconvolucdo. No trabalho, 82
amostras foram analisadas e com a aplicagdo da deconvolucdo, além dos 85 pesticidas
encontrados por interpretacdo manual dos cromatogramas, outros pesticidas 73 pesticidas
foram detectados com a separagdo precisa dos picos, todos em niveis de concentracdo entre
0,02 e 0,10 mg kg™. Assim, os autores relatam que o sistema utilizado para separar,
satisfatoriamento, o0s picos sobrepostos também apresenta grande potencial para determinar 0s
agrotoxicos que, normalmente, ndo sao procurados nestas matrizes.

Em outo trabalho Marban e colaboradores [82] utilizam a deconvolugdo para resolver
problemas de sobreposicdo de picos encontrados em espectros de azul de metileno durante
experimentos de fotoegradacdo. Assim, a deconvolucéo foi aplicada com sucesso para estimar
a contribuicdo de produtos intermédios no espectro obtido. De acordo com o0s autores, a
maioria dos estudos de avaliacdo da concentracdo de azul de metileno por espectroscopia
operando na regido do visivel é mascarado pela presenca de intermediarios durante a reaccéo,
0 que resulta em sobreavaliacdo da quantidade presente da espécie de interesse.

Nos trabalhos discutidos, comprova-se que a deconvolucdo é uma ferramenta auxiliar
e muito poderosa para a separacdo de sinais sobrepostos, pois a partir desse procedimento

muitas vezes € possivel a obtencdo do sinal com maior definicdo. Para a realizacdo do
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procedimento de deconvolugdo existem varios softwares, entre 0s quais, 0 mais comum e
empregado em estudos eletroquimicos é o software comercial Microcal Origin®. Portanto,
neste trabalho pretende-se desenvolver metodologias eletroanaliticas para a aplicacdo na
determinacdo simultanea de LEVO e NOR em amostras farmacéuticas e bioldgicas, tendo

como ferramenta auxiliar o procedimento de deconvolucéo.
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2. OBJETIVOS

Considerando a contaminacao de alimentos consumidos pelos humanos e a resisténcia
aos antibioticos fluoroquinolonas — devido a ingestao involuntéaria —, bem como a necessidade
de um método analitico para anélise simultanea de LEVO e NOR, neste trabalho objetiva-se:

- Utilizar surfactantes como alternativa para melhorar a separacdo e intensificar os
picos voltamétricos de ambas as fluorogquinolonas;

- Desenvolver um procedimento de deconvolucdo dos picos voltamétricos para
promover a separa¢do de ambos e auxiliar na deteccéo simultanea das fluoroquinolonas;

- Desenvolver métodos eletroanaliticos, para determinar individualmente e
simultaneamente, LEVO e NOR, empregando eletrodos de carbono vitreo e eletrodos de
carbono impresso;

- Aplicar a metodologia desenvolvida na determinagdo individual e simultanea de
LEVO e NOR e propor um metodo alternativo para o controle de qualidade dessas
fluoroquinolonas em formulacdes farmacéuticas e a determinacdo em amostras bioldgicas;

- Comparar os resultados com aqueles obtidos com a técnica de espectrofotometria de

absor¢ao molecular com detecg¢éo no UV-vis.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Reagentes, SolucGes e Amostra
3.1.1 Reagentes

Os padr@es das fluoroquinolonas (grau analitico) utilizados nos experimentos foram:
levofloxacina (LEVO) e norfloxacina (NOR) obtidos da Sigma-Aldrich®, ambas com grau de
pureza de 98,0%, as quais foram usadas sem purificacdo prévia.

Os reagentes, acido acetico (Fluka), acido borico (Merck), acido ortofosforico
(Merck), hidroxido de sodio (Merck), fosfato de sodio dibasico dodecahidratado (Merck),
fosfato de sédio monobéasico monohidratado (Merck), metanol (Vetec) foram utilizados no
preparo das solucdes dos eletrdlitos suporte.

Os surfactantes lauril sulfato de sodio (LSS), cloreto de tetraetil aménio (CTMA),
dioctil sulfoccinato de sédio (DSS), brometo de tetrabutil aménio (BTBA), brometo de
cetiltrimetil amonio (BCTA) e triton X-100 (TX-100), foram utilizados nos experimentos
eletroquimicos.

A agua utilizada nos experimentos foi ultrapurificada (condutividade 18.2 MQ cm™)

com um sistema de purificagdo Milli-Q Plus (Millipore).
3.1.2 Solugdes

Solucdes estoque de LEVO foram preparadas a partir da dissolucdo de quantidades
apropriadas de LEVO em solucBes mista contendo (7:3, v/v) agua/metanol. Ja as solucdes de
NOR foram preparadas em 5,0 % de &cido acético em &gua. Solucbes diluidas de LEVO e
NOR na concentracdo desejada (entre 5,00x10" mol L™ e 1,00x102 mol L™) foram
preparadas, por dilui¢do de aliquotas da solucdo estoque ou por adi¢do de aliquotas da solucédo
estoque diretamente na célula eletroquimica contendo o eletrélito suporte.

Solucdes dos surfactantes foram preparadas a partir da pesagem direta em baldo
volumétrico e, a seguir, dissolugcdo com agua purificada até a concentracdo desejada.

A solucdo do tampdo Britton-Robinson (BR), usadas como eletrélito suporte, foi
preparada a partir da mistura de 4cido acético 0,04 mol L™ (Fluka), acido ortofosférico 0,04
mol L™ (Merck) e 4cido bérico 0,04 mol L™ (Merck). O ajuste do pH desejado foi realizado
com hidréxido de sédio 0,20 mol L™ (Merck). O tampéo fosfato foi preparado pela dissolugéo

da massa apropriada dos reagentes em baldes volumétricos.
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3.1.3 Amostras

As amostras de urinas foram coletadas de individuos (com seu consentimento) e
animais saudaveis. Amostras de formulacdes farmacéuticas foram cedidas gentilmente pelo

Dr. Indoneésio Callegari.
3.2 Equipamentos

As medidas eletroquimicas foram realizadas utilizando-se um bipotenciostato portatil
DropSens modelo pStat 400, interfaceado a um microcomputador e controlado pelo software
Drop View para aquisicdo dos dados. O software Microcal Origin® (vers&o 6.0) foi utilizado
para o procedimento de deconvolugéo dos picos.

Os eletrodos impressos de carbono foram adquiridos da empresa DropSens. O arranjo
destes eletrodos impressos de 3,4 cm x 1,0 cm x 0,05 cm (comprimentoxlarguraxaltura)
consiste de trés partes que sdo compostas por um contra-eletrodo de carbono, um eletrodo
pseudo-referéncia de prata e um eletrodo de trabalho (4,0 mm de didmetro) de carbono em um
substrato de ceramica com contatos elétricos de prata (Figura 3). Além disso, um sistema de
trés eletrodos foi utilizado para realizar testes com outra superficie eletrodica, consistindo de
um eletrodo de referéncia de prata/cloreto (Ag/AgCl 3,0 mol L™), um fio de platina como
eletrodo auxiliar e um eletrodo de trabalho carbono vitreo.

As medidas de pH foram realizadas em pH-metro digital (ION/ Modelo PHB 500).
Um banho ultrassom (UNIQUE/ Modelo USC 800) foi utilizado para dissolucdo e
homogeneizacdo dos reagentes. Uma centrifuga (Excelsa® 11/ Modelo 206 BL) foi utilizada
para separacdo de proteinas precipitadas das amostras de urina e também para separacao dos
excipientes das amostras de farmacos.

Para as medidas espectroscopicas foram realizadas utilizando um espectrofotdmetro
UV-Vis, Cary 50/Varian.

3.3 Procedimento Experimental
3.3.1 Experimentos Voltamétricos

Os estudos iniciais empregando o eletrodo de carbono vitreo (ECV) e os eletrodo de
carbono impressos (ECI), foram realizados transferindo-se 50 mL e 10,0 mL,
respectivamente, da solugdo do eletrolito suporte (pH 7,0) para a célula eletroquimica e
submetendo-a a agitacdo por 10 segundos, com nitrogénio. Em seguida, foram registradas as

medidas voltamétricas, mediante varredura em um intervalo de potencial pré-estabelecido.
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Depois de registradas as medidas para o eletrolito suporte (branco), uma aliquota da
solucdo estoque da(s) fluoroquinolona(s) e/ou surfactante foi adicionada na célula, registrando
0s voltamogramas, conforme o mesmo procedimento citado acima. Antes de cada medida
experimental, a superficie do eletrodo de carbono vitreo foi polida com uma solucdo de
alumina 0,50 um e, em seguida, enxaguada com agua destilada. Para os eletrodos de carbono
impresso (ECI), a superficie do eletrodo de trabalho foi renovada por lavagem com &gua
destilada.

Todas as medidas eletroquimicas foram realizadas em triplicata e em todo trabalho, os

resultados apresentados equivalem a média aritmética dessas medidas.
3.3.2 Procedimento de Deconvolucao

Um procedimento matematico de deconvolugdo, para a separacdo dos picos, foi
realizado mediante o uso do software Microcal Origin® (versdo 6.0). Para este processo,
inicialmente, ajustou-se a linha base dos voltamogramas e, a seguir, determinou-se a
quantidade de picos, largura do pico a meia altura. Apds esta etapa foi fixado, o potencial de
pico de cada fluoroquinolona separadamente, para a posterior aplicacdo da analise gaussiana,

que resulta na obtencédo de picos deconvoluidos.
3.3.3 Determinagéo de LEVO e NOR em amostras de urina humana e bovina

As amostras de urina humana e bovina foram coletadas a partir de um individuo
saudavel (por seu consentimento) e animal saudavel. As amostras foram transferidas para
baldes volumétricos de 25 mL e enriquecidas com LEVO e NOR em concentra¢fes de 50,00,
100,0 e 200,0 ug mL™*. Antes do uso, as amostras foram coletadas em frascos de vidro e
armazenados sob refrigeracdo. Para a analise dos picos de oxidacdo das amostras de interesse
por teste de recuperacdo, aliquotas contendo 3,00 mL de amostra de urina foram tratadas com
0,20 mL de metanol para precipitacdo da proteina. Depois de se agitar durante cerca de 20 s, a
proteina precipitada foi separada por centrifugacdo durante 30 min a 2800 rpm (forca
centrifuga relativa = 1,575). Aliquotas apropriadas do sobrenadante: 80 40 e 20 pL com,
respectiva concentracdo de: 50,00, 100,0 e 200,0 pg mL™?, foram adicionadas a célula
eletroquimica contendo 5,00 mL de uma solucdo tampéo BR (pH 5,0), para analise utilizando
ECV e aliquotas semelhantes foi adicionada a uma célula eletroquimica contendo 10,00 ml de
solugdo tampédo BR (pH5,0), para analise utilizado ECI, ambas as células eletroquimicas
foram submetidas a agitacdo por 10 segundos, com nitrogénio. Os voltamogramas VOQ
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foram registrados seguindo as condi¢Oes experimentais e instrumentais otimizadas. Nesse
caso, a preparacdo da amostra e 0 passo de diluicdo em conjun¢do com o uso de surfactante,
em concentracdo adequada, sdo indispensaveis para evitar os efeitos da matriz, devido a
diversidade de espécies interferentes presentes nas amostras bioldgicas. Em seguida, a
quantificacdo do LEVO e NOR nas amostras analisadas foi realizada aplicando o método de
adicéo padrao, as quais foram realizadas em triplicatas.

3.3.4 Determinacdo de LEVO e NOR em formulacdes farmacéuticas

Comprimidos contendo 500 mg de LEVO e comprimidos contendo 400 mg de NOR
foram pesados e a massa média por comprimido foi determinada. A quantidade do pé
equivalente a 0,3661 mg (x 0,001 mg) de LEVO e 0,2641 mg de (x 0,001 mg) de NOR, foi
transferido para balGes volumétricos de 250 mL contendo os solventes apropriados (sec¢éo
3.1.2) o procedimento de dissolucéo foi realizado com auxilio do banho de ultrassom durante
30 min. Logo apds, o volume foi completado com 4gua purificada (R > 18,2 M Q cm™).
Antes da utilizacdo, os excipientes insoluveis foram separados das solucdes por centrifugacéo
durante 30 min a 2800 rpm. A concentracdo desejada de ambos os farmacos foi obtida por
diluicdo da solucdo preparada para uma célula eletroquimica contendo eletrolito de suporte.
Os voltamogramas foram registados e o conteudo do medicamento na forma de comprimidos

foi determinado através do método de adicdo padrao realizado em triplicata.
3.3.5 Experimentos Espectrofotométricos

Os experimentos espectrofotométricos foram realizados com objetivo de obter uma
comparacdo dos resultados encontrados a partir da metodologia eletroanalitica proposta neste
trabalho. A absorbancia das solucdes das fluoroquinolonas foram medidas de forma
individual em comprimentos de ondas de 290,03 nm para analise individual de LEVO e
277,94 nm para analise de NOR. Para tal, utilizou como branco a mistura de agua e metanol
(7:3, v/v), para a analise da LEVO, e agua contendo 5,0 % de &cido acético, para a analise da
NOR. As quantificacdes individuais foram realizadas pelo método de adicdo de padrdo para
as amostras de urina e formulagbes farmacéuticas, as mesmas foram preparadas de modo
similar (secdo 3.3.3 e 3.3.4).

Determinacdo eletroanalitica simultanea das fluoroquinolonas, levofloxacina e norfloxacina,
empregando meio micelar e procedimento de deconvolugéo



34
Resultados e Discusséo

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Desenvolvimento de Metodologia | — Determinacédo de LEVO e NOR utilizando
Eletrodo de Carbono Vitreo (ECV)

4.1.1 Estudos do comportamento voltamétrico das fluoroquinolonas LEVO e NOR

Inicialmente, estudou-se o comportamento voltamétrico das fluoroguinolonas
levofloxacina (LEVO) e norfloxacina (NOR) sobre a superficie do eletrodo de carbono vitreo
(ECV), empregando tampdo Britton-Robinson (BR) 0,04 mol L™ pH 7,0 como eletrélito
suporte. Na Figura 4 sdo apresentados os voltamogramas ciclicos registrados apos varredura
de potencial na direcdo positiva de 0,20 a 1,40 V vs. Ag/AgCl a uma velocidade de varredura
de 100 mV s™. Para o branco e as respectivas adicdes de fluoroquinolonas a célula
eletroquimica. Como pode ser observado, LEVO e NOR, exibem um pico de oxidagdo em
potencial de 0,95 V (Figura 4c) e 1,10 V (Figura 4b), respectivamente, quando analisadas
individualmente.

Para a andlise simultdnea de ambas as fluoroquinolonas verifica-se, na Figura 4d, um
pico com potencial de 1,04 V atribuido a oxidagdo da LEVO e um segundo pico com
potencial de 1,14 V, atribuido a oxidacdo da NOR. Ademais, pode ser observado nos
voltamogramas da Figura 4, que as fluoroquinolonas LEVO e NOR exibem apenas picos de
oxidacdo, sem a ocorréncia de picos na varredura reversa, esse comportamento voltamétrico é
indicativo de um processo de transferéncia eletronica irreversivel. Este resultado esta de
acordo com o descrito na literatura [46, 49], para estudos eletroquimicos envolvendo ambas as
fluoroquinolonas, em que os autores apontam que o processo de oxidagdo ocorre no grupo

piperazinil presente nessas moléculas.
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Figura 4 - Voltamogramas ciclicos registrados para oxidacdo eletroquimica de LEVO e NOR sobre
superficie do eletrodo de carbono vitreo em meio de tampao BR 0,04 mol L™ pH 7,00 (a) Eletrélito de
suporte; (b) 1,00 x 10 mol L™ de NOR; (c) 1,00 x 10 mol L™ de LEVO; (d) 1,00 x 10 mol L™ de
NOR e 1,00 x 10 mol L™ de LEVO. v =100 mV s™.
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Fonte: proprio autor

4.1.2 Estudos utilizando diferentes técnicas voltamétricas

Para este estudo, investigou-se a oxidacdo eletroquimica de LEVO e NOR sobre a
superficie do eletrodo de carbono vitreo em meio de tamp&o BR 0,04 mol L™ pH 7,0,
empregando as técnicas voltamétricas: voltametria de varredura linear (VVL), voltametria de
pulso diferencial (VPD) e voltametria de onda quadrada (VOQ). Neste caso, o objetivo foi
avaliar a detectabilidade destas técnicas, considerando os diferentes modos de perturbacdo do
eletrodo de trabalho, visando selecionar uma técnica para o desenvolvimento da metodologia
para a deteccdo simultanea de LEVO e NOR. Na Figura 5 sdo apresentados os voltamogramas
obtidos com o uso das diferentes técnicas voltamétricas.

A técnica de VOQ (Figura 5 b) gerou voltamograma com melhor perfil voltamétrico,
uma vez que o0s picos correspondentes a oxidacao eletroquimica das fluoroquinolonas foram,

ligeiramente, resolvidos. Por outro lado, o voltamograma obtido empregando a técnica VVL
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(Figura 5 c), ndo apresentou um perfil voltamétrico satisfatdrio, cujos picos observados para a
deteccdo das fluoroquinolonas ndo foram nitidamente definidos. Ademais houve um
comprometimento do perfil voltamétrico, acarretando em um ligeiro aumento da linha base e
uma resolucdo voltamétrica insuficiente. No voltamograma obtido com a técnica de VPD
(Figura 5 a), pode-se perceber que ndo houve a ocorréncia de picos de oxidacdo, indicando
que nas condicdes propostas, a técnica ndo apresenta detectabilidade satisfatoria. Assim,
considerando que o voltamograma obtido com a técnica de VOQ gerou resultados com
melhor resolucdo voltamétrica e uma melhor discriminacdo do sinal de oxidacdo das
fluoroquinolonas, esta foi escolhida para medidas posteriores e 0s pardmetros inerentes ao
sistema foram avaliados.

Adicionalmente, a superioridade da técnica de VOQ frente as demais técnicas
eletroquimicas pode ser resumida no uso de altas velocidades de varredura de potencial
durante as medidas experimentais, possibilitando a obtencdo de correntes de pico melhor
definidas, melhorando a sensibilidade da mesma e alcancando limites de deteccdo da ordem
de 107 a2 10® mol L™ [57 e 84].

Figura 5 - Voltamogramas de pulso diferencial (a) (v =10 mV s™, Eq,, = 10 mV e t, = 10 ms); onda
quadrada (b) (f = 10 Hz, Eg,, = 10 mV e E, = 2 mV) e varredura linear (c) (v = 100 mV s™), registrados
para a oxidacdo eletroquimica de 1,00 x 10 mol L™ de LEVO e NOR, sobre superficie de ECV em
meio de tamp&o de BR 0,04 mol L™ pH 7,0.
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Fonte: proprio autor

Determinacdo eletroanalitica simultanea das fluoroquinolonas, levofloxacina e norfloxacina,
empregando meio micelar e procedimento de deconvolugéo



37
Resultados e Discusséo

4.1.3 Influéncia de surfactantes na resposta voltamétrica

Apols a escolha da melhor técnica eletroanalitica para a deteccdo simultanea das
fluoroquinolonas e com propdsito de melhorar a sensibilidade na resposta eletroquimica bem
como melhorar a separagéo dos picos das fluoroquinolonas, diferentes surfactantes, cationico,
aniodnico e neutro foram utilizados. De acordo com preconizado na literatura [66-72,77,78], 0
uso de surfactantes tem proporcionado resultados satisfatérios em termos de intensidade de
corrente e separacao do sinal eletroquimico. Além disso, ha relatos de diminuicdo do efeito de
matriz e aumento da solubilidade do analito de interesse na presenca do tensoativo. Assim
sendo, o efeito da adicdo de diferentes surfactantes (Figura 6) foi avaliado, registrando

voltamogramas de onda quadrada em meio de tamp&o BR 0,04 mol L™ pH 7,0.

Figura 6 - Estrutura quimica dos surfactantes: |- Lauril sulfato de sédio (LSS), Il- cloreto de
tetraetilamobnio (CTMA), IlI- dioctil sulfoccinato de sédio (DSS), V- brometo de tetrabutilaménio
(BTBA), V- brometo de cetiltrimetilam6nio (BCTA), VI- Triton X-100 (TX-100).
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oxidacdo eletroquimica das fluoroquinolonas na presenca dos surfactantes catibnicos CTMA
(b), BTAB (c) e BCTA (d). Como observado na Figura 7, os voltamogramas registrados na
presenca dos surfactantes catidnicos, CTMA (Figura 7 voltamograma b) e BCTA (Figura 7
voltamograma c), séo caracterizados por uma sobreposi¢cdo dos picos de oxidacdo das
especies eletroativas de interesse. Neste caso, ndo ha uma resolucdo satisfatoria para a

separacdo dos picos, uma vez que ndo é possivel distinguir os picos de oxidacdo das
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fluoroguinolonas, LEVO e NOR. Todavia, a analise do voltamograma obtido para oxidagdo
das fluoroquinolonas na presenca do surfactante BCTA (Figura 7 voltamograma d) permite
observar que, mesmo verificando a ocorréncia de dois picos, 0s mesmos ndo apresentaram um
perfil voltamétrico satisfatorio devido a baixa intensidade de corrente e uma mé definicdo da
linha base.

Figura 7 - Voltamogramas de onda quadrada registrados na presenca de surfactantes catidnicos: (a)
auséncia de surfactante, (b) CTMA, (c) BTAB, (d) BCTA, para a oxidacéo eletroquimica de 5,85 x 10°
> mol L™ de LEVO e NOR sobre superficie de ECV em meio de tamp&o BR 0,04 mol L™ pH 7,0. f =
10 Hz,Eqw =10 mV e E;=2 mV.
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Para contornar tais problemas, avaliou-se, a seguir, a influéncia dos surfactantes:
neutro TX-100 (Figura 8, voltamograma a) e aniénicos: DSS (Figura 8, voltamograma b) e
LSS (Figura 8, voltamograma d) na oxidacdo eletroquimica das fluoroquinolonas, LEVO e
NOR. Novamente, observa-se na Figura 8, que na presenca do surfactante neutro TX-100
(voltamograma a) ndo ha qualquer alteracdo satisfatoria nos potencias de pico tampouco
aumento consideravel na corrente de pico. Todavia, com a adi¢do dos surfactantes anidnicos

DSS (voltamograma b) e LSS (voltamograma d), observa-se um ligeiro aumento na
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intensidade da corrente de pico bem como a resolucdo dos dois picos. Entretanto, mesmo néo
proporcionando uma separacdo satisfatoria para os picos de oxidacdo de ambas as
fluoroquinolonas, apenas na presenca do surfactante LSS (Figura 8, voltamograma d) foi
possivel observar, nitidamente, a ocorréncia de dois picos, aléem do aumento na intensidade do
sinal.

De acordo com os resultados obtidos para deteccdo das fluoroquinolonas, NOR e
LEVO, o surfactante escolhido para estudos futuros foi o surfactante anidnico LSS, pois com
a adicdo deste, houve um ganho consideravel na intensidade da corrente de pico. Ademais, a
adicdo do surfactante anidnico LSS, durante anélise simultanea, propiciou um deslocamento
entre o potencial de oxidacdo das fluoroquinolonas, permitindo maior discriminacdo entre 0s
dois picos detectados para ambos os analitos.

De acordo com o preconizado na literatura, é conhecido que os surfactantes podem
adsorver espontaneamente na superficie de diferentes eletrodos de trabalho, tais como:
eletrodos de pasta de carbono (EPC), eletrodos de carbono vitreo (ECV) e eletrodos de
carbono impressos (ECIs) via interacdes hidrofébicas para formar uma camada adsorvida de
surfactante na superficie eletrodica [60, 66-72]. Este fenbmeno pode contribuir para um
melhor arranjo/disposicdo do analito na superficie eletrodica, modificada pela formacdo do
filme de surfactante, cujo efeito pode minimizar problemas de adsorcdo irreversivel do
produto eletrogerado, melhora na velocidade de transferéncia de elétrons bem como
decréscimo do sobrepotencial necessario para ocorrer a reacdo eletroquimica. Portanto, a
melhora na resposta da corrente de pico para oxidacéo das fluoroguinolonas acompanhada de
um consideravel deslocamento do potencial, provavelmente, estd associada a interacao
surfactante/eletrodo que contribui para minimizar ou suprimir a passivacdo da superficie
eletrddica bem como auxiliar na transferéncia eletrénica desses analitos na superficie

modificada pelo surfactante.
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Figura 8 - Voltamogramas de onda quadrada registrados na presenca de surfactantes neutro: (a) TX-
100 e anidnicos: (b) DDS, (c) auséncia de surfactante, (d) LSS, para a oxidacdo eletroquimica de 5,85
x 10" mol L™ de LEVO e NOR sobre superficie de ECV em meio de tamp&o BR 0,04 mol L™ pH 7,0.
f=10Hz, Ey, =10mVe E;=2mV.
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A influéncia da concentracdo do surfactante LSS no comportamento voltamétrico de
LEVO e NOR foi investigada testando-se intervalo de concentracéo entre 5,00 x 10®° mol L™
e 9,75 x 10 mol L™ monitorando-se a oxidacdo simultanea de 5,85 x 10° mol L™ de cada
fluoroquinolona em meio de tampédo BR pH 7,0, os resultados sdo apresentados na Figura 9.
O aumento da concentracdo do surfactante LSS na célula eletroquimica promove significativo
aumento na intensidade da corrente de pico de ambas as fluoroquinolonas até concentracao
abaixo de 2,47 x 10 mol L. Em niveis de concentracdes superiores a de 2,47 x 10 mol L™
a intensidade da corrente de pico sofre uma diminuicdo significativa, acompanhada de uma
baixa resolucdo voltamétrica em maiores concentragdes do LSS.

A adicdo do surfactante anidnico LSS em solugdo contendo 5,85 x 10° mol L™ de
LEVO e NOR promove um deslocamento significativo dos picos de oxidacao para regido de
maior potencial. Entretanto, esse deslocamento ndo comprometeu a definicdo da linha de base

pela proximidade com a oxidagéo do proprio eletrdlito.
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Em concentracBes de surfactante abaixo da concentragdo micelar critica 0s mesmos
encontram-se como mondmero e as interacdes ocorridas entre o analito/surfactante pode ser
predominantemente eletrostaticas [59]. No entanto, devido ao fato de que uma grande
quantidade de ions de carga oposta & do surfactante estarem em solugéo eletrolitica, estes se
tornam parte das micelas formadas. Desta forma, pode ocorrer uma redugdo no numero de
espécies disponiveis para o transporte de corrente elétrica, bem como na carga total dos
agregados micelares para interacdo com o analito de interesse. Sendo assim, em estudos
eletroquimicos envolvendo interagfes analito/surfactante torna-se importante monitorar a
CMC, uma vez que, a partir desse ponto a presenca do surfactante pode ndo promover efeitos
esperados, afetando diretamente o coeficiente de difusdo da espécie eletroativa na superficie
do eletrodo.

Analisando a Figura 9 é possivel observar que o aumento da concentracdo do
surfactante acima de 2,47 x 10™* mol L™ pode ter excedido a concentracio micelar critica e,
por conseguinte, a formacédo de agregados micelares torna-se dominante. Assim, 0s agregados
micelares formados a partir da concentracdo micelar critica atuam somente na solubilidade
dos analitos levando a uma ligeira diminuigdo da corrente de pico. Portanto a concentracéo do
surfactante préxima a 2,47 x 10 mol L™ foi adotada como sendo ideal para monitorar a
deteccdo das fluoroquinolonas LEVO e NOR sobre superficie do ECV visando

desenvolvimento de um método eletroanalitico.
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Figura 9 - Voltamogramas de onda quadrada registrados na presenca de surfactante LSS para a
oxidagao eletroquimica de 5,85 x 10° mol L™ de NOR e 5,85 x 10° mol L™ de LEVO sobre superficie
de ECV em meio de tamp&o BR 0,04 mol L™ pH 7,0. (a) Eletrolito de suporte, (b) auséncia de LSS, (c)
na presenca de 5,00 x 10° mol L ™ de LSS, (d) na presenca de 2,47 x 10* mol L * de LSS, (e) na
presenca de 9,75 x 10 mol L™ de LSS. f = 10 Hz, Ey, =10 mV e E; =2 mV.
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4.1.4 Influéncia do pH do eletrdlito suporte

O eletrdlito suporte é uma solucdo preparada pela mistura de substancias i6nicas cuja
concentracdo, tipicamente, situa-se entre 50 a 100 vezes maior que as demais espécies na
célula eletroquimica. O eletr6lito suporte deve ser inerte, ndo reagir com a espécie eletroativa
e/ou nenhum de seus subprodutos na janela de potencial do eletrodo de trabalho, na qual os
estudos com o analito de interesse s&o realizados. E importante salientar que tipos diferentes
de eletrdlito podem afetar diferentemente as condicGes da reacdo eletrddica, afetando o
mecanismo da interacdo entre a superficie do eletrodo e por consequéncia a resposta
voltamétrica [85]. Sendo assim, 0 objetivo desta etapa de otimizacdo foi encontrar o melhor
eletrolito suporte visando obter um sinal eletroquimico relevante da oxidacdo das
fluoroquinolonas em questdo. Estabeleceu-se como caracteristicas para escolha do melhor

eletrolito correntes faradaicas estaveis e de maior intensidade para as fluoroquinolonas. Além
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disso, o aparecimento no voltamograma de picos bem definidos e com deslocamento de
potencial para regiGes menos positivas foi fator relevante na comparacdo dos resultados.

Para a escolha do melhor eletrdlito suporte, diferentes tampdes com diferentes
composicdes foram testados, o tampéo fosfato na concentracdo de 0,04 mol L™ e o tampao
Britton-Robinson na concentragdo de 0,04 mol L™ (ambos em pH 7,0). A Figura 10 mostra os
voltamogramas de onda quadrada obtidos para o estudo desses dois tampdes. De acordo com
estes voltamogramas, observa-se que a definicdo do pico de oxidacdo de ambas as
fluoroquinolonas, LEVO e NOR, analisadas simultaneamente em tampéo fosfato foi
comprometida (Figura 10 voltamograma a), devido a sobreposic¢éo dos potenciais de oxidagdo
e, consequentemente, baixa resolucdo voltameétrica. Para o estudo na presenca do tampdo BR
(Figura 10 voltamograma b), mesmo ndo havendo separacao satisfatdria, € possivel detectar
nitidamente a ocorréncia de dois picos com diferenca de potencial de aproximadamente 0,063
V. Assim, considerando-se os fatores descritos anteriormente, o eletrélito de suporte
escolhido e adotado para analises posteriores foi 0 tampéo BR.

No estudo seguinte verificou-se a possibilidade de utilizacdo de um solvente organico,
tal como metanol e etanol, na proporgdo de 0,50; 1,00; 2,50; 5,00; 7,50 e 10,00 % para
modificar a composicdo do eletrélito de suporte tampdo aquoso. Em geral, a adicdo de
solvente organico aumenta a solubilidade de analitos organicos, reduzindo a associacao ou
interacdo de compostos hidrofébicos. A escolha deste pardmetro foi um compromisso entre
intensidade de corrente de pico, resolucdo voltamétrica e reprodutibilidade. Considerando
estes aspectos, o solvente orgénico que proporcionou melhor resposta voltamétrica foi o

metanol na proporc¢édo de 0,50%, sendo esta adotada para estudos posteriores.
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Figura 10 - Influéncia do eletrélito de suporte na intensidade da corrente de pico em VOQ para uma
solugéo de 5,85 x 10> mol L™* de LEVO e 5,35 x 10™° mol L™ de NOR em: (a) tampéo fosfato 0,04
mol L™ pH 7,0 e (b) tampdo BR 0,04 mol L™* pH 7,0. Na presenca de 2,47 x 10 mol L™ do
surfactante LSS sobre superficie de ECV.f=10Hz, E,, =10 mVe E;=2 mV.
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Na sequéncia, investigou-se a influéncia do pH na resposta voltamétrica analisando-se
os parametros de corrente e potencial de pico na oxidacdo eletroquimica de 5,85 x 10~ mol
L™ de LEVO e 5,35 x 10> mol L™ de NOR em meio de tamp&o BR 0,04 mol L™ contendo
0,50% de metanol e 2,47 x 10" mol L™ de surfactante LSS. A andlise da Figura 11A revela
que, para a LEVO o aumento nos valores de pH entre 3,0 e 5,0 promove um aumento na
corrente de pico, a qual é mantida praticamente constante até pH 6,0 e para valores de pH
acima de 6,0 ha uma diminuicdo acentuada da corrente de pico, de modo, que praticamente
desaparece em valores de pH maiores que 8,0.

A influéncia do pH na resposta da corrente de pico da NOR também é mostrada na
Figura 11A, na qual um méximo de corrente é obtido em um valor de pH igual a 5,0. Valores
de pH abaixo de 4,0 e acima de 6,0 promovem uma diminui¢do acentuada da corrente de pico,

de modo que praticamente desaparece em valores de pH maiores que 8,0. O fato da corrente
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de pico variar marcadamente em funcdo do aumento do pH pode ser atribuido a existéncia de
diferentes espécies idnicas (equilibrio acido-base) presentes em solucéo.

O comportamento voltamétrico, avaliado pelo estudo do pH, foi mais influenciado e
nitido para a oxidacdo da NOR, o qual pode ser justificado pela presenga de um grupo amina
secundaria (receptor de protons) existente na posi¢do 7 e a presenca de um grupo carboxilico
na posicdo 3 (doador de protons) na estrutura dessa fluoroquinolona (Figura 2B). A presenca
desses grupos na estrutura da NOR torna-a uma substancia diprética em solucdo aquosa,
existindo sob a forma de quatro microespécies, sendo elas: espécie positiva, especie anfétero
ou forma zwtteridnica, espécie neutra e espécie negativa. Estas espécies podem exercer maior
influéncia no equilibrio de protonacao (acido-base), de modo que as variacdes de pH alteram
a densidade de carga da superficie e mobilidade desse analito no meio. O mesmo nao ocorre
com a LEVO, uma vez que esta apresenta na posi¢do 7 de sua estrutura quinoldnica o grupo
substituinte amina terciaria, ndo sendo facilmente protonada e, consequentemente, nao
havendo a formacao das quatro microespécies em solucéo [86].

A influéncia da variacdo do pH no parametro voltamétrico de potencial de pico
também foi investigado. Como pode ser visto na Figura 11 B, o potencial de pico desloca para
valores menos positivos com o aumento do pH, indicando que mesmo na presenca do
surfactante o processo eletrodico é influenciado por reacdes de protonacdo. Além disso,
também foi observado intervalos lineares na Figura 11 B com pontos de interseccdo em pH,
aproximadamente, igual a 6,0 (Figura 11 B), os pontos de interseccdo em um gréfico de
potencial de pico versus pH refletem as mudancas na protonogdo das funcdes presentes na
molécula e, portanto estdo associados ao pKa do composto em estudo [87]. Sendo assim, o
valor de intersec¢do no pH 6,0 pode ser adotado como sendo pKa para a dissociacdo do grupo
carboxilico das fluoroquinolonas. Assim, a melhor condicdo para oxidacédo eletroquimica das
fluoroguinolonas, LEVO e NOR, sobre a superficie do ECV ocorre em tampéao BR 0,04 mol
L™ pH 5,0 contendo 0,50% de metanol, de modo que esta condicdo foi escolhida para

propdsitos analiticos.
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Figura 11 - Influéncia do pH na resposta da corrente de pico (A) e do potencial de pico (B) para
oxidag&o eletroquimica de 5,35 x 10° mol L' LEVO e 5,35 x 10> mol L™ NOR sobre a superficie de
ECV em meio de tamp&o BR 0,04 mol L™ (pH 3,0 — 8,0) contendo 0,5% de metanol e 2,47 x 10~* mol
L* de surfactante LSS. f= 10 Hz, Eq, = 10 mV e E,=2 mV.
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4.1.5 Deconvolucéo dos sinais voltamétricos da LEVO e NOR em analise simultaneas

A otimizacdo de parametros experimentais, tais como, avaliacdo do melhor eletrolito
suporte, pH da solucdo eletrolitica, tipo e concentracdo do surfactante, ndo promoveu uma
separagdo satisfatéria dos picos de oxidacdo de ambas as fluoroquinolonas. Assim, uma
alternativa para determinacdo simultanea da LEVO e NOR foi a aplicacdo do procedimento
de deconvolucdo. Devido a sobreposicdo dos picos de oxidacdo das fluoroquinolonas na
determinacdo simultanea, ou seja, quando detectadas em uma mistura, foi necessario um
procedimento matematico de deconvolucdo, para a separacgao satisfatoria dos picos, o qual foi
realizado mediante o uso do software Microcal Origin® (versdo 6.0), que resultou nos picos de
oxidacdo deconvoluidos (Figura 12).

Na Figura 12 é mostrado o voltamograma de onda quadrada obtido para a deteccédo
simultanea de uma mistura das fluoroquinolonas, LEVO e NOR, em que, ap6s a aplicacdo do
procedimento de deconvolucao, verificou-se a separacdo satisfatoria dos picos, 0s quais foram
nomeados de picos deconvoluidos. O primeiro pico em 1,01 V ¢é referente a oxidacdo da
LEVO e o segundo pico em 1,12 V referente a oxidacdo da NOR. Na Figura 12, verifica-se
ainda que, sem o procedimento de deconvolucéo, os sinais ndo sdo completamente resolvidos
e a corrente de pico ndo pode ser medida com precisdo e exatiddo aceitavel. No entanto, apos

a aplicacdo do procedimento de deconvolugdo, houve uma melhora significativa na resolucéo,
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sendo possivel obter voltamogramas com picos bem definidos, cujas medidas de intensidade

de corrente, potencial de pico e area do pico dos analitos de interesse foram mais confidveis.

Figura 12 - Voltamogramas de onda quadrada registrados em tamp&o BR 0,04 mol L™ contendo 0,5%
de metanol (pH 7,0) na presenca de 2,47 x 10 mol L* do surfactante LSS para oxidacdo
eletroquimica de 5,85 x 10> mol L™ de LEVO e 5,35 x 10° mol L' de NOR analisadas
simultaneamente sobre superficie de ECV.f=10Hz, E,, =10 mV e E;=2 mV.
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Para comprovar a eficiéncia do método de deconvolucdo na separacdo de dois picos
voltamétricos com processo eletroquimico energicamente similar bem como verificar a
existéncia de interferéncias provenientes de sobreposicdo desses sinais, realizou-se ainda,
medidas voltamétricas, individuais e simultaneas, com os padr@es de concentracdo conhecida
de LEVO e NOR. Nesse caso, 0 pico voltamétrico das fluorquinolonas medido por meio do
procedimento de deconvolucdo permitiu a obtencdo de dados confidveis e desvios relativos
aceitaveis quando comparados com aqueles medidos individualmente (Tabela 2). Assim, a
analise comparativa da intensidade de corrente, do potencial de pico e a area do pico,

realizada para analise individual e simultdnea de ambas as fluoroquinolonas, indica que néo
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h& erros significativos e que o método de deconvolugdo pode ser uma alternativa satisfatéria
na separacao de picos sobrepostos com processo eletrodico energeticamente similar. Portanto,
para a determinacdo simultdnea de LEVO e NOR foi escolhido o surfactante LSS e o
procedimento de deconvolucdo como alternativa de melhorar a resolugdo dos picos
voltamétricos dessas fluoroquinolonas, sendo esta condicdo utilizada na otimizacdo dos
parametros experimentais e instrumentais durante o desenvolvimento das metodologias

eletroanaliticas.

Tabela 2 - Comparacéo dos dados de medidas de NOR e LEVO (5,85 x 10 mol L) analisadas
individual e simultaneamente sobre superficie de ECV em tamp&o BR 0,04 mol L™ contendo 0,5% de
metanol (pH 7,0) e presenca de 2,47 x 10™* mol L™ do surfactante LSS. Parametros da técnica de
VOQ: f=10Hz, E,, =10 mVeE;=2mV.

Anélise Fluoro Corrente/pA + DPR Potencial/VV + DPR Area/cmzi DPR
Individual LEVO 3,792 £1,07 0,988 + 0,037 0,450 + 0,124
Individual NOR 6,942 £ 0,29 0,126 + 0,022 0,864 + 0,196
Simultanea LEVO 3,368 £ 1,14 1,003 £ 0,007 0,431 +0,122
Simultanea NOR 6,765 £ 1,01 1,122 £0,0017 0,815+0,216

4.1.6 Otimizacdo dos parametros instrumentais e experimentais

O estudo de um pardmetro instrumental é de fundamental importancia para melhorar a
deteccdo e a sensibilidade de um sistema eletroquimico em andlise eletroanalitica, uma vez
gue a resposta das técnicas voltamétricas depende fortemente do sinal de excitacdo [56, 60]. A
variacdo dos parametros da técnica de VOQ pode influenciar, significativamente, no sinal
voltamétrico, como por exemplo, a amplitude (Esy), que em baixos valores fornece picos
estreitos e bem definidos. Posto isto, foram avaliados alguns parametros instrumentais e
condicdes experimentais, levando em consideracdo a resolucdo voltamétrica, intensidade da
corrente dos picos de oxidacdo das fluoroquinolonas, visando a obtencdo da melhor condigédo
de trabalho. A Tabela 3 apresenta o estudo das condigdes experimentais e instrumentais
otimizadas para a deteccao simultanea de LEVO e NOR sobre superficie ECV.
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Tabela 3 - Pardmetros experimentais e instrumentais otimizados para o desenvolvimento do método
eletroanalitico usando voltametria de onda quadrada e eletrodo de trabalho de carbono vitreo.

Parametros Tipo ou intervalo testado Otimizados

Eletrélito suporte Tampao: Fosfato e BR e solvente BR e 0,50% metanol

organico: etanol ou metanol

Surfactantes LSS, CTMA, DSS, BTBA, BCTA e LSS
TX-100
Concentracdo do 5,00x10™ — 9,75x10™ (mol L) 2,47x10 mol L™
surfactante
pH (tampéo BR) 3,0-8,0 5,0
Frequéncia (f) 10 - 60 Hz 20 Hz
Incremento de potencial 2,0-12mVv 6,0 mV
(Es)
Amplitude (Esw) 10 - 60 mV 30 mV
Tempo de equilibrio 0-15s 10s

4.1.7 Curva analitica

Depois de estabelecida a melhor condicdo de trabalho para monitorar a oxidagdo
eletroquimica das fluoroquinolonas, LEVO e NOR, em meio de tamp&o BR 0,10 mol L™ pH
7,0 contendo 0,5% de metanol e presenca de LSS, voltamogramas de onda quadrada foram
registrados em diferentes concentracfes. A partir dos valores de corrente de pico foi
construida a curva analitica, em que cada ponto representou a media de trés medidas
experimentais. Com base nos parametros apresentados na Tabela 4, calculou-se os limites de
deteccdo (LOD) e de quantificacdo (LOQ) da curva analitica usando o tratamento estatistico
3x DP / b e 10 x DP / b, respectivamente [88]. Nestas equacbes, DP representa 0 desvio
padrdo do intercepto e b a inclinacdo da curva de calibragéo.

Os LOD e LOQ obtidos (Tabela 4) revela que o sistema analitico de deteccdo
apresenta detectabilidade adequada para os propositos deste trabalho, de modo que pode ser
empregado satisfatoriamente para a determinagdo simultanea das fluoroquinolonas LEVO e
NOR.
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Tabela 4 — Algumas figuras de mérito do método eletroanalitico para determinacdo simultanea de
LEVO e NOR utilizando ECV nas condi¢des otimizadas.

Parametros LEVO NOR

Intervalo linear (mol L™ (2,00-20,00) x 10 (2,00-20,00) x 10°
Inclinagdo (LA) 2,62x10™ -9,13x 10

DP Inclinago 9,19x 107 3,78 x 10 *
Intercepto (LA L pmol™) 9,28 x10* 1,43 x 10°

DP do intercepto 5,18 x 102 2,00 x 10°
Coeficiente de correlacao 0,9998 0,9992

LOD (mol L) 2,97 %1077 7,90%x 1077

LOQ (mol L™) 9,89 %10~ 2,63x10°

DP = desvio padrdo.

4.1.8 Aplicagéo da metodologia desenvolvida
4.1.8.1 Determinagéo de LEVO e NOR em amostra de urina humana e bovina

Para verificar a viabilidade de aplicacdo da metodologia eletroanalitica na
determinacdo simultanea das fluoroguinolonas, LEVO e NOR, foi avaliado o efeito da matriz
em amostras de urina humana e bovina mediante de medidas de adi¢do e recuperagao nessas
matrizes. As amostras utilizadas para estas analises foram coletadas de individuos saudaveis,
enriquecidas com os padrdes das fluoroquinolonas como descrito na secdo experimental 3.3.3
e analisadas por VOQ nas condic¢des otimizadas, Tabela 4.

A Figura 13 mostra que o voltamograma de onda quadrada, ap6s aplicagdo do
procedimento de deconvolucdo, obtido para a determinacdo simultanea de LEVO e NOR em
uma amostra de urina bovina, apés o enriquecimento da mesma com 50 mg L™ de cada
analito. Como pode ser observado no voltamograma da Figura 13, o perfil voltamétrico de
LEVO e NOR néo é afetado pelas espécies interferentes presentes na amostra biologica, uma
vez que o voltamograma exibe dois picos de oxidacdo bem definidos, sendo notoria a

auséncia do efeito de matriz.
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A curva de adigdo de padrdo mostrada na Figura 13 (Insercdo) representa a média
aritmética de trés determinacdes analiticas, cujos dados obtidos para as amostras analisadas
forneceram linearidade satisfatoria, com coeficientes de correlagdo sempre proximos de
0,999. Estes resultados indicam que as determinagdes analiticas podem ser executadas com
elevada confiabilidade, uma vez que as recuperacOes variaram entre 90,2% a 101,3% para
LEVO e 88,1% a 107,5% para NOR. De acordo com estes resultados, infere-se que a
metodologia eletroanalitica proposta associada ao procedimento de deconvolugdo, pode ser
usada com sucesso para a quantificacdo simultdnea de LEVO e NOR em amostras de urina
humana e bovina sem etapas rigorosas de pré-tratamento, pois ndo foi observado nenhum

efeito de matriz.

Figura 13 - VOQ obtido para a oxidacdo eletroquimica e simultdnea de LEVO e NOR sobre
superficie do ECV em tamp&o BR 0,04 mol L™ contendo 0,5% de metanol (pH 7,0) e presenca de 2,47
x 10 mol L™ do surfactante LSS na presenca de amostra de urina bovina contendo 50 mg L™ de
LEVO e NOR. f = 20 Hz, Ey, = 30 mV e E; = 6 mV. (Insercdo) curva de adicdo de padrdo para
amostra de urina bovina contendo 50 mg L™ de LEVO e NOR e sucessivas adicOes de 1,05 x 10 mol
L das fluoroquinolonas.

10,5
0,8
0,7
0,6
904
! 0,5
L 04
=3
0,3
75+ 01
0,2
014
PP PP
-2,0x10° 0.0 2,0x10° 4,0x10° -2,0x10° 0.0 2,0x10° 4,0x10°
i 6.0 [Levofloxacino] /mol L™ [Norfloxacina] / mol L™
-
1
~~

4,5 -

3,04

0.4 0.6 08 1.0 1.2 1.4
E/Vvs.Ag/AgCl

Fonte: proprio autor

Determinacdo eletroanalitica simultanea das fluoroquinolonas, levofloxacina e norfloxacina,
empregando meio micelar e procedimento de deconvolugéo



52
Resultados e Discusséo

Tabela 5 - Resultados das curvas de recuperacdo, exatidao e precisdo dos métodos proposto obtido
para amostras de urina humana e bovina fortificada com diferentes concentragoes de LEVO e NOR.

Amostras Adicionado Encontrado @ Recuperacéo DPR
(mgL™ (mgL™) (%) (%)

LEVO

Urina Humana 200 180 + 22 90,2 4.8
100 94 + 28 94,0 7,0
50 49+9 99,0 7,3

Urina Bovina 200 187 £ 17 93,6 12,9
100 101 + 12 101,3 3,3
50 51+4 101,3 9,8

NOR

Urina Humana 200 200 + 38 100,2 7,7
100 88 + 18 88,1 14,2
50 47 + 12 94.4 11,2

Urina Bovina 200 185 + 35 92,5 12,9
100 95 + 15 94.8 8,9
50 54 +12 107,5 47

@l Média de trés determinacdes + intervalo de confianca (N = 3), t = 4,30 (P = 0,05 com 2 graus de
liberdade), DPR: desvio padrao relativo.

4.1.8.2 Determinagéo da LEVO e NOR em formulagdes farmacéuticas

O método proposto também foi empregado para a quantificacdo das fluoroquinolonas,
LEVO e NOR, em formulacbes farmacéuticas. Amostras de formulacbes farmacéuticas
contendo as fluoroquinolonas de interesse foram analisadas utilizando o método de adicéo de
padrdo e os resultados foram comparados com os valores rotulado na embalagem, cujos
resultados encontrados sdo apresentados na Tabela 6.

As curvas de adicdo de padrdo foram lineares, com coeficientes de correlagédo sempre
préximos a 0,999, demonstrando que, como esperado, os excipientes das formulagdes
farmacéuticas ndo interferiram nas analises de quantificacdo, sendo os efeitos de matriz

ausentes nessas amostras. Ademais, como pode ser observado na Tabela 6, os resultados
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obtidos revelam precisdo satisfatoria para o método proposto, uma vez que os valores
encontrados foram préximos aos valores rotulado, demonstrando que o método proposto é
uma alternativa aceitavel para determinacéo eletroanalitica de LEVO e NOR em formulagtes

de produtos farmacéuticos que contenham essas fluoroquiolonas.

Tabela 6 - Determinacdo quantitativa de LEVO e NOR em formulaces farmacéuticas utilizando
ambas as metodologias propostas.

Amostra Valor rotulado (mg)  Encontrado (mg) ™  DPR (%)  Erro relativo (%)

Levofloxacina 500 500 + 39 3,2 0,07

Norfloxacina 400 401 + 38 3,8 0,17

[l Os resultados apresentados em forma de intervalo médio + valor de confianca (N = 3) , t = 4,30 (P
= 0,05 com 2 graus de liberdade )
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4.2 Desenvolvimento de Metodologia Il — Determinagédo de LEVO e NOR utilizando

eletrodos de carbono impressos (ECI)
4.2.1 Estudos do comportamento voltamétrico da LEVO e NOR

A oxidagdo eletroquimica das fluoroquinolonas LEVO e NOR foi realizada
comparando o perfil voltamétrico registrado sobre a superficie dos eletrodos de carbono
impressos (ECI) e de carbono vitreo (ECV), Figura 14 (I e Il). A Figura 14 (I) reune os
voltamogramas obtidos sobre a superficie do ECV em meio de tamp&o BR 0,10 mol L™ (pH
7,0), cujo voltamograma é caracterizado por um pico em, aproximadamente, 1,04 V, atribuido
a oxidacdo da LEVO e um segundo pico em 1,14 V referente a oxidagdo da NOR.
Adicionalmente, ndo é possivel observar a ocorréncia do pico catodico na varredura reversa
(Figura 14 1), indicando que o processo eletroquimico ocorre por transferéncia eletrdnica
irreversivel. Entretanto, ambos os picos ndo sdo satisfatoriamente separados, apresentando
potenciais de oxidacdo muito préximos, de maneira que a identificacdo fica comprometida.
Além disso, estes picos ocorrem proximos a oxidacdo do préprio eletrdlito, causando
distorcdes significativas no perfil voltamétrico o que também compromete a distincdo precisa
e exata entre os picos de ambas as fluoroquinolonas.

Para contornar os problemas supracitados, o comportamento voltamétrico de ambas as
fluoroquinolonas também foi avaliado registrando voltamogramas sobre a superficie de ECI.
Na Figura 14 IlI, sdo apresentados os voltamogramas ciclicos registrados para o branco
(Figura 14 11a) e para a oxidagdo eletroquimica de 1,00 x 10* mol L de LEVO e NOR
(Figura 14 11b). Um pico anddico com potencial de 0,73 V referente & oxidacdo de LEVO e
outro pico em 0,87 V referente a oxidacdo da NOR, sem 0s correspondentes picos na
varredura reversa, sdo observados para 0 comportamento voltamétrico estudado sobre a
superficie do ECI (Figura 14 llb). Comparando a oxidacao eletroquimica da LEVO e NOR
nesta condigdo e sob influéncia desses dois materiais eletrodicos, verifica-se que o perfil
voltamétrico é melhor definido no ECI com uma ligeira diminuicdo da corrente residual, uma
melhor definicdo da linha base e um significativo deslocamento de pico para um valor menos
positivo. Este deslocamento de potencial (Figura 14 11), pode ser atribuido ao pseudo-
referéncia, cuja superficie é desprotegida, que constituem o conjunto de eletrodos da tinta de

carbono impressa sobre 0 material ceramico.
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O deslocamento de potencial de pico para voltamogramas obtidos sobre a superficie de
ECI também foi observado por Bergamini e colaboradores [75], 0s quais concluiram que este
deslocamento de potencial, deve-se ao “pseudo” referéncia de tinta de carbono. De acordo
com os autores, este comportamento foi confirmado por medidas voltamétricas realizadas
sobre a superficie do ECI, comparando os resultados obtidos apds troca do eletrodo de
referéncia convencional de Ag/AgCl [75]. Assim, os ECI mostram-se bastante atraentes e
promissores para a utilizacdo em deteccdes eletroanaliticas, pois problemas de contaminacéo
da superficie por adsorcdo podem ser facilmente contornados pelos descartes desses eletrodos
apos certo periodo de uso ou por modificacdo de sua superficie mediante uso de surfactantes.

Finalmente, comparando os voltamogramas da Figura 14, observa-se véarias vantagens
com o uso desse tipo de eletrodo, as quais podem se aliar a portabilidade, a simplicidade de
operacdo e, principalmente, pelo arranjo instrumental. Este arranjo permite compor 0s
eletrodos de trabalho, auxiliar e de referéncia impressos diretamente sobre uma mesma
superficie polimérica, permitindo facil adaptacdo a uma variedade de sistemas eletroanaliticos

bem como possibilidade de utilizacdo em analises in loco.

Figura 14 - VVoltamogramas ciclicos registrados para a oxidacéo eletroquimica de LEVO e NOR sobre
superficie de ECV (A) e ECI (B), em meio de tamp&o BR 0,04 mol L™ pH 7,0 (a) Eletrélito suporte;
(b) 1,0 x 10 mol L™ de LEVO e NOR. v =100 mV s™.
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4.2.2 Estudos utilizando diferentes técnicas voltamétricas

O comportamento voltamétrico das fluoroguinolonas também foi investigado sobre a
superficie do ECI, utilizando outros modos de varredura com objetivo de melhorar a
detectabilidade das técnicas eletroquimicas e também baixar os limites de detec¢do. Assim, as
técnicas de voltametria de pulso diferencial (VPD), voltametria de onda quadrada (VOQ) e
voltametria de varredura linear (VVL) foram testadas com o objetivo de comparar a
intensidade dos sinais e a resolucdo voltamétrica durante o desenvolvimento de métodos
analiticos. Analisando os voltamogramas obtidos para a oxidago eletroquimica de 1,0 x 10
mol L™ de LEVO e NOR em meio de tamp&o BR 0,04 mol L™ pH 5,0 pelas técnicas de VVL,
VOQ e VPD, observa-se que as técnicas de VPD e VOQ apresentaram picos de oxidacdo bem
definidos para as fluoroquinolonas, como mostra a Figura 15. A comparacdo da intensidade
do pico obtido pela técnica de VOQ (Figura 15, voltamograma c) revela que este € mais
intenso que o obtido pela técnica de VPD (Figura 15, voltamograma b), e ainda mais intenso
do que o obtido pela técnica de VVL (Figura 15, voltamograma a). Assim sendo, a técnica de
VOQ foi escolhida para medidas posteriores e 0s parametros inerentes ao sistema foram
avaliados. A superioridade desta técnica como foi discutida na Metodologia | pode ser
resumida ao fato da velocidade de varredura ser efetivamente mais alta que as demais
técnicas, sendo que as reacdes quimicas paralelas influenciam menos no processo eletrodico

e, assim, o sinal na componente da corrente inversa pode ser mais facilmente observado [57].
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Figura 15 - Voltamogramas de varredura linear (a) (v = 10 mV s, Eq, = 10 mV e tp = 10 ms); pulso
diferencial (b) (b = 100 mV s™) e onda quadrada (c) (f = 10 Hz, E, = 10 mV e E, = 2 mV), registrados
para a oxidacdo eletroquimica de 1,0 x 10 mol L™ de LEVO e NOR, sobre superficie de ECI em
meio de tamp&o de BR 0,04 mol L™ pH 5,0.
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4.2.3 - Influéncia do surfactante

Com o intuito de melhorar a detectabilidade e a resolugdo dos picos de oxidacdo das
fluoroguinolonas LEVO e NOR na superficie do ECI e, a0 mesmo tempo, aumentar vida Util
desses eletrodos, empregou-se como principal alternativa o uso de surfactante. Levando em
consideracdo que o uso de surfactantes pode minimizar ou até suprimir a inativacdo da
superficie eletrodica gerada pela adsorcdo de produtos eletrogerados ou até mesmo do proprio
reagente [66-69], realizou-se testes com a presenca dos surfactantes aniénicos DSS, LSS e do
surfactante cationico BCTA, pois estes foram os que melhor proporcionaram melhores
resultados no desenvolvimento da Metodologia I.

Assim, o estudo da influéncia dos surfactantes DSS, BCTA e LSS na oxidagdo
eletroquimica de 5,85 x 10° mol L™ de LEVO e NOR revela que os surfactantes DSS (Figura

16, voltamograma a) e BCTA (Figura 16, voltamograma b) apresentam uma baixa resolucéo
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dos picos de oxidacdo das espécies eletroativas, além de ndo ocasionar um aumento
consideravel na intensidade da corrente de pico. Todavia, 0 voltamograma registrado para a
oxidacdo das fluoroquinolonas na presenca do surfactante LSS (Figura 16, voltamograma c)
evidencia que este surfactante promoveu modificacdo consideravel no perfil voltamétrico.
Portanto, comparando-se 0s voltamogramas da Figura 16, verifica-se claramente que a
presenca do LSS foi o que proporcionou maior amplificagdo do sinal e um maior

deslocamento do potencial de pico para ambas as fluoroquinolonas.

Figura 16 - Voltamogramas de onda quadrada registrados na presenca de surfactantes cationicos: (a)

DSS, (b) BCTA, (c) LSS, para a oxidagéo eletroquimica de 5,85 x 10®° mol L™ de LEVO e NOR sobre

superficie de ECI em meio de tamp&o BR 0,04 mol L™ pH 5,0. f = 20 Hz, E,, =30 mV e E; = 6 mV.
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Na sequéncia avaliou-se a influéncia da concentragdo do surfactante LSS no intervalo
de 5,00 x 10® a 2,50 x 10 mol L™ sobre a intensidade da corrente de pico e no perfil
voltamétrico. De acordo com a Figura 17, verifica-se, para a oxidacdo eletroquimica de 5,85 x
10™ mol L das fluoroquinolonas, LEVO e NOR, que a corrente de pico aumenta com o

aumento da concentracdo do surfactante LSS até atingir um méximo em um valor de
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concentracdo entre 1,00 x 10™* e 1,50 x 10 mol L. Este comportamento indica que neste
intervalo de concentracdo o surfactante encontra-se como mondémero, e as interacGes sao
predominantemente eletrostaticas [69]. Para concentragdes superiores a 1,50 x 10 * mol L™, a
intensidade da corrente de pico decai significativamente, seguida de uma ma resolucdo dos
picos para ambas as fluoroquinolonas. Este comportamento pode ser indicativo de que, a
partir deste valor de concentracdo, ha formacdo de agregados micelares entre
surfactante/analito e, desta forma, dificulta o processo de transferéncia eletrénica devido ao
aumento da concentragdo micelar critica, que, consequentemente, influéncia no coeficiente de
difusdo da espécie no meio.

Com base nesses resultados experimentais, a concentracdo do surfactante LSS
escolhida foi de 1,00 x 10™ mol L™, a qual foi considerada como condicdo ideal para os
propdsitos iniciais deste trabalho. Nesta condigdo, foi possivel obter uma consideravel
amplificacdo da intensidade do sinal e uma melhora na resolucdo voltamétrica entre 0s picos

de oxidacdo das fluoroquinolonas em estudo.

Figura 17 - Voltamogramas de onda quadrada registrados na presenca de surfactante LSS para a
oxidacéo eletroquimica de 5,85 x 10®° mol L™ de NOR e 5,85 x 10° mol L™ de LEVO sobre superficie
de ECI em meio de tamp&o BR 0,04 mol L™ pH 5,0. (a) auséncia de LSS, (b) na presenca de 5,00 x 10
*mol L™ de LSS, (c) na presenca de 1,00 x 10 mol L * de LSS, (d) na presenca de 1,50 x 10 mol L
" de LSS, (e) na presenca de 2,00 x 10" mol L * de LSS e (f) na presenca de 2,50 x 10 mol L * de
LSS. f=20Hz, E,, =30 mVeE; =6 mV.
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4.2.4 Influéncia do pH e da solucéo do eletrolito de suporte

Como foi verificado nos resultados obtidos com o desenvolvimento da Metodologia I,
as solucdes do eletrdlito suporte com diferentes tipos de sais e composicdo podem fornecer
condicGes apropriadas ndo s6 no que se refere a janela de potencial como também melhora na
separacdo dos picos proveniente do deslocamento de potencial. Diante disso, 0s mesmos
podem afetar diferentemente as condicOes da reacdo eletrddica, ora por melhorar a
solubilidade do analito no meio ora por modificar 0 mecanismo da interacdo (presenca de
surfactante) do mesmo na superficie do eletrodo e, por consequéncia, a resposta voltamétrica.
Sendo assim, nessa etapa o objetivo foi otimizar e encontrar o melhor pH do eletrolito suporte
visando obter um sinal eletroanalitico relevante para a oxidagdo das fluoroguinolonas em
questao.

Para a escolha do melhor eletrélito suporte, diferentes tampdes com diferentes
composic¢des foram avaliados. Inicialmente, optou-se pelo tampdo fosfato e o tampéo Britton-
Robinson, ambos na concentracdo de 0,04 mol L™ e pH 7,0. A Figura 18 mostra 0s
voltamogramas de onda quadrada obtidos registrados para o estudo do comportamento
voltamétrico das fluoroquinolonas utilizando estes dois tamp&es como eletrélito. Novamente,
observa-se que ndo houve distincdo dos picos de oxidagdo para ambas as fluorogquinolonas
analisadas simultaneamente em tampdo fosfato. Neste caso, apenas um pico € observado
devido a sobreposicdo dos mesmos e a falta de resolucdo voltamétrica. Além disso, hd um
deslocamento dos picos para potenciais mais positivos quando o tampdo fosfato € utilizado
como eletrélito, cujo meio demanda uma maior energia para a ocorréncia do processo de
oxidacdo das fluoroquinolonas.

No estudo empregando o tampdo BR, € possivel observar (Figura 18) um
deslocamento satisfatorio dos potencias de oxidacdo de ambas as fluoroquinolonas para
valores menos positivos, sendo possivel detectar nitidamente a ocorréncia de dois picos que
ocorrem com uma diferenca de potencial de, aproximadamente, 0,12 V. Assim, para escolha
do melhor eletrélito suporte foi considerado como caracteristicas, correntes faradaicas
estaveis e de maior intensidade bem como melhora na separacdo dos picos proveniente do
deslocamento de potencial para regido de menor energia.

No estudo seguinte verificou-se a possibilidade de utilizacdo de solvente organico
metanol na proporg¢éo de 0,25; 0,50; 0,75 e 1,00% para modificar a composi¢do do eletrdlito

de suporte, tampdo aquoso, tal como otimizado no desenvolvimento da Metodologia I. A
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escolha deste parametro foi um compromisso entre intensidade da corrente de pico, resolucéo
voltamétrica e a reprodutibilidade. Considerando estes aspectos, 0 solvente organico que
proporcionou melhor resposta voltamétrica foi o metanol na proporc¢édo de 0,50%, sendo esta

adotada para estudos posteriores realizados sobre a superficie do ECI.

Figura 18 - Influéncia do eletrdlito de suporte na intensidade da corrente de pico em VOQ para uma
solugdo de 5,85 x 10™° mol L ™" de LEVO e 5,35 x 10> mol L™ de NOR em tamp#o fosfato 0,10 mol L’
' pH 5,0 e tampdo BR 0,04 mol L™ pH 5,0. Na presenca de 1,00 x 10 mol L™ do surfactante LSS
sobre superficie de ECI. f =20 Hz, E5, =30 mV e E;= 6 mV.
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A influéncia do pH sobre o comportamento voltamétrico da LEVO e NOR foi
investigada sobre a superficie do ECI. A relagdo entre corrente de pico vs. pH e potencial de
pico vs. pH obtida para oxidacdo eletroquimica de 5,85 x 10 mol L™ dessas
fluoroquinolonas em meio de tamp&o BR 0,10 mol L™ contendo 0,50% de metanol e presenca
de 2,47 x 10 mol L™ do surfactante LSS é mostrado na Figura 19. Como verificado na
Figura 19 A, um maximo na intensidade da corrente de pico é obtido em uma valor de pH ao

redor de 5,0, e a partir desse valor observa-se uma queda pronunciada até pH 7,0. Um
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deslocamento do potencial de pico para valores mais negativo é observado com o aumento do
pH, cujo comportamento revela o envolvimento de reacdes de protonacdo. A presenca de
surfactante no meio, neste caso, ndo altera significativamente no equilibrio de protonacéo.

Assim, a melhor condigéo para monitorar a oxidagéo simultanea das fluoroquinolonas,
LEVO e NOR, sobre a superficie do ECI foi semelhante aquela otimizada utilizando o ECV,
sendo esta: tampdo BR 0,04 mol L™ (pH 5,0) contendo 0,5% de metanol e esta condic&o foi
escolhida para propositos analiticos.

Figura 19 - Influéncia do pH na resposta da corrente de pico (A) e do potencial de pico (B) para
oxidacao eletroquimica de 5,35 x 10> mol L™ LEVO e 5,35 x 10> mol L™ NOR sobre a superficie de
ECI em meio de tamp&o BR 0,04 mol L™ (pH 4,0 — 7,0) contendo 0,5% de metanol. f = 20 Hz, Eg, =
3I0mVeE;=6mV.
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4.2.5 Procedimento de deconvolucéo dos picos voltamétricos

De acordo com os resultados preliminares, verifica-se que, embora estas
fluoroquinolonas possam ser facilmente detectadas individualmente, 0 mesmo n&o se aplica a
mistura de ambas, devido a uma sobreposicdo dos picos voltamétricos. A otimizagdo dos
parametros experimentais, tais como, eletrdlito suporte, pH, surfactante e a utilizacdo do ECI,
ndo foi suficiente para promover a separacdo completa dos picos de oxidacdo de ambas as
fluoroguinolonas. Assim, tal como foi utilizado no desenvolvimento da Metodologia I, uma
ferramenta para auxiliar na separagdo dos picos dessas fluoroquinolonas foi a aplicacdo do
tratamento matematico de deconvolucdo. Para tal, utilizou-se a ferramenta de analise
gaussiana mediante o uso do software Origin 6.0 e, tal como verificado anteriormente na

Metodologia I, ndo foi observada nenhuma interferéncia significativa nos valores dos
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parametros obtidos pela deconvolugdo dos picos tanto da LEVO quanto da NOR. Sendo
assim, o procedimento de deconvolucdo foi adotado como alternativa satisfatoria para
separacdo dos picos voltamétricos de ambas as fluorquinolonas bem como aplicado com

sucesso na quantificacdo destes picos.
4.2.6 Otimizagdo dos parametros instrumentais e experimentais

As condicgdes experimentais e 0s parametros instrumentais que influenciam na resposta
voltamétrica obtidos pela técnica de VOQ, os quais destacam a frequéncia de aplicacéo e
pulso de potencial, incremento de varredura de potencial e a amplitude de aplicagdo de pulsos
de potencial foram avaliados e sdo apresentados na Tabela 7. Assim como anteriormente
citado, a escolha da melhor condicdo de trabalho foi um compromisso entre intensidade do
sinal e a resolucdo voltamétrica, obtidos dos picos de oxidacéo de cada fluoroguinolona apds

0 procedimento de deconvolucéo.

Tabela 7 - Pardmetros experimentais e instrumentais otimizados para o desenvolvimento do método
eletroanalitica usando voltametria de onda quadrada e eletrodo de trabalho de carbono impresso.

Parametros Tipo ou intervalo testado Otimizados

Eletrolito de suporte Fosfato, Britton—Robinson (BR) e Britton—Robinson e 0,50%

etanol ou metanol metanol
Surfactantes LSS, DSS e BCTA LSS
Concentragédo do 5 . 1 . L
5,00x10™ — 2,50x10™ (mol L) 1,00%x10™ mol L
surfactante
pH (tampéo BR) 40-7,0 5,0
Frequéncia (f) 10-35Hz 15 Hz
Incremento de potencial
2,0-10 mv 4,0 mV
(AE)
Amplitude (Esw) 10 - 60 mV 30 mV
Tempo de equilibrio 5-15s 75s
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4.2.7 Curva analitica

Apols otimizar as melhores condi¢bes de trabalho, estudos foram realizados
monitorando a oxidacdo eletroquimica da LEVO e da NOR em diferentes concentraces. A
partir dos valores de corrente de pico foi construida uma curva de calibragdo, em que cada
ponto representa a média de trés medidas experimentais. Uma relagdo linear foi obtida
somente no intervalo de concentracdo entre 0,25x 10 e 30,10 x 10 mol L™, cujos valores
dos parametros obtidos para estas curvas estdo reunidos na Tabela 8. A partir dos parametros
obtidos para esta curva foram calculados os limites de detecgéo para cada analito.

Os valores obtidos para o LOD foram: 3,22 x 10 ® mol L™ paraa LEVO € 8,32 x 10
mol L™ para NOR (Tabela 8), indicando detectabilidade satisfatéria e que o sistema
eletroquimico composto pelos ECIs viabiliza a utilizacdo da metodologia proposta para a

quantificacdo simultanea dessas fluoroquinolonas.

Tabela 8 — Algumas figuras de mérito do método eletroanalitico para determinagdo simultanea de
LEVO e NOR utilizando ECI nas condig¢des otimizadas.

Parametros LEVO NOR

Faixa Linear (mol L™?) (0,25-30,1) x 10°® (0,25-30,1) x 10°
Inclinacdo (1 A) -1,04x10 " -2,47x107*"

DP da Inclinacdo 8,52 x 103 2,22 x 10 2
Intercepto (1 A L p mol™) 7,95 x 10° 8,03 x 10°

DP do intercepto 7,43x10°3 1,56 x 10 4
Coeficiente de correlacdo 0,9998 0,9991

LOD (mol L™ 3,22x10°8 8,32x10"

LOQ (mol L) 1,07x 107 2,77x10°

DP = desvio padréo.
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4.2.8 Aplicagéo da metodologia desenvolvida
4.2.8.1 Determinacdo de LEVO e NOR em amostras bioldgicas

O método desenvolvido foi aplicado para a determinacdo simultanea das
fluoroguinolonas LEVO e NOR em amostras de urina humana e bovina seguindo a
metodologia descrita na parte experimental 3.3.3. A Figura 20 mostra os voltamogramas de
onda quadrada obtido para a determinacao simultanea de LEVO e NOR em uma mistura, apds
o enriquecimento de uma amostra de urina bovina com 50 mg L™ de cada fluoroquinolona, e
apos aplicacdo do procedimento de deconvolucdo. Como pode ser observado, é notdria a
auséncia do efeito de matriz, uma vez que o perfil voltamétrico de ambas as fluoroquinolonas
ndo é afetado pelas espécies interferentes provenientes da amostra bioldgica, exibindo dois
picos de oxidacdo bem definidos. Além disso, ap6s a aplicacdo do procedimento de
deconvolucdo, verificou-se a separacdo satisfatoria desses picos, os quais foram diretamente
proporcionais ao aumento da concentracdao na célula, cujas curvas de adi¢do de padrao foram
lineares e com coeficiente de correlagdo sempre maior do que 0,999 (Figura 20, insercao),

indicando que as determinacdes analiticas podem ser executadas com elevada confiabilidade.
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Figura 20 - Voltamograma de onda quadrada obtido para a oxidacdo eletroquimica simultanea de
LEVO e NOR sobre superficie do ECI em tamp&o BR 0,04 mol L™ contendo 0,5% de metanol (pH
5,0) na presenca de 1,00 x 10~ mol L™ do surfactante LSS na presenca de amostra de urina bovina
contendo 50 mg L ™! de LEVO e NOR. f = 15 Hz, Ey, = 30 mV e E; = 4 mV. E curva de adicdo de
padrdo (insercdo) para amostra de urina bovina contendo 50 mg L™ de LEVO e NOR e sucessivas
adicdes de 9,90 x 107 mol L™ das fluoroquinolonas.
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Os estudos de recuperacdo das fluoroquinolonas variaram entre 96,8% a 101,1% para
LEVO e 98,0% a 100,8% para NOR, demostrando que a metodologia eletroanalitica proposta,
pode ser usada com sucesso para a quantificacdo simultanea desses analitos em amostras de
urina humana e bovina, tendo em vista que ndo foram observados efeitos de matriz em
nenhuma dessas amostras. Além disso, ndo foi necessario 0 uso de etapas rigorosas de pré-
tratamento dessas amostras mesmo para aguelas contendo baixos niveis de concentracdo

desses analitos.
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Tabela 9 - Resultados das curvas de recuperacdo, exatidao e precisdo dos métodos proposto obtido
para amostras de urina humana e bovina fortificada com diferentes concentra¢oes de LEVO e NOR.

Amostra Adicionado (mg L) Encontrado ™ (mg L)  Recuperado (%) DPR (%)

LEVO

Urina humana 200 2005 100,2 0,9
100 99+1 99,2 0,6
50 48 + 2 96,8 2,0

Urina bovina 200 199 £ 10 99,5 2,0
100 1015 101,1 2,2
50 50+3 100,2 2,3

NOR

Urina humana 200 199+1 99,7 0,2
100 98+ 6 98,4 2,6
50 49+3 98,0 2,3

Urina bovina 200 198 + 8 99,2 1,7
100 101+6 100,8 2,6
50 49+9 98,0 7,6

[l Média de trés determinacées + intervalo de confianca (N = 3), t = 4,30 (P = 0,05 com 2 graus de
liberdade), DPR: desvio padré&o relativo.

4.2.8.2 Determinagéo de LEVO e NOR em formulages farmacéuticas

O método proposto também foi aplicado para a determinacdo de LEVO e NOR em
formulacGes farmacéuticas, obtendo resultados satisfatdrios. Amostras de formulacdes
farmacéuticas contendo as fluoroguinolonas de interesse foram analisadas usando o método
de adicdo de padrdo e os resultados foram comparados com os valores rotulados desses
produtos, cujos resultados encontrados s@o apresentados na Tabela 10. As curvas de adigéo de
padrdo foram lineares, com coeficientes de correlacdo sempre proximos de 0,999. Como
esperado os excipientes das formulacBes farmacéuticas ndo interferiram nas analises de
quantificacdo, sendo os efeitos de matriz ausentes nessas amostras.

Como pode ser observado na Tabela 10, os resultados obtidos revelam preciséo

satisfatoria para determinagdo de ambas as fluoroguinolonas pelo método proposto, uma vez
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que os valores encontrados nessas analises foram proximos aos valores rotulado,
demonstrando que o método € uma alternativa aceitavel para determinacao eletroanalitica de
LEVO e NOR em formulacdes de produtos farmacéuticos que contenham essas

fluoroguinolonas.

Tabela 10 - Determinacdo quantitativa de LEVO e NOR em formulagdes farmacéuticas utilizando
ambas as metodologias propostas.

Amostra Valor rotulado (mg)  Encontrado (mg) ™  DPR (%)  Erro relativo (%)

Levofloxacina 500 501 +10 0,8 0,002

Norfloxacina 400 398+7 0,7 0,005

[l Os resultados apresentados em forma de intervalo médio valor de confianca (N =3) ,t=4,30 (P =
0,05 com 2 graus de liberdade ) .

4.3 Desenvolvimento de metodologia Il — Estudos espectrofotométricos na regido do
UV/Vis

Com finalidade de obter resultados comparativos que permitam testar a viabilidade de
utilizacdo da metodologia eletroanalitica proposta neste trabalho, foi desenvolvido um método
para determinacdo individual das fluoroquinolonas LEVO e NOR empregando a técnica
espectrofotométrica na regido do UV/Vis. Experimentos monitorando a deteccdo no UV/Vis
para uma solugdo de 1,00 x 10®° mol L™ da fluoroquinolona LEVO em 30% de metanol
mostrou que este exibe um maximo de absorcdo em 290,03 nm. Ao mesmo tempo, para uma
solugdo da fluoroquinolona NOR em 5% de acido acético, um maximo de absorcéo foi obtido
em 277,94 nm. A Figura 21 exibe os espectros de absorcao obtidos para as fluoroguinolonas
LEVO e NOR nas condicdes supracitadas.

A partir do valor de absorbancia obtido para a LEVO de 290,03 nm, foi construida a
curva de calibragdo analitica, que apresentou linearidade na faixa de 1,00 x 10* a 1,00 x 10’
mol L™ com equagéo de regressdo de Abs = 0,03 + 3,17 x 10* C_evo (mol L™), r= 0,9974. No
comprimento de onda de 277,94 foi construida uma curva de calibracdo para a
fluoroquinolona NOR, que apresentou linearidade na faixa de 1,00 x 10 a 1,00 x 10" mol L~
! com equacdo de regressdo de Abs = 0,03 + 4,41 x 10* Cnor (Mol L™) e coeficiente de

correlagdo igual a 0,9992.
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A partir dos dados obtidos para as curvas de calibragéo das fluoroquinolonas LEVO e
NOR calculou-se o limite de deteccdo (LOD) usando a relacdo matematica: (3xDP/b). Em
que, DP representa o desvio padrdo da média aritmética de dez medidas do branco obtidas no
comprimento de onda de 290,03 nm para LEVO e 277,94 nm para NOR e b, a inclinacdo da
curva de calibracdo. O LOD encontrado para a LEVO foi de 2,25 x 10° mol L™ e para a NOR
foi de 1,23 x 10° mol L™ Os limites de quantificacdo (LOQ) também foram calculados
usando a relagdo matematica: (10xDP/b). Em que, DP representa o desvio padrdo da média
aritmética de dez medidas do branco obtidas no comprimento de onda de 290,03 nm para
LEVO e 277,94 nm para NOR e b, a inclinagdo da curva de calibracdo. O LOQ encontrado
para a LEVO foi de 7,50 x 10° mol L™ e para a NOR foi de 4,12 x 10° mol L™. Os valores
indicam que a técnica possui detectabilidade satisfatoria para os propositos deste trabalho, de
modo que foi empregada para a determinagéo individual dessas fluoroquinolonas em amostras

de urina humana e bovina e em formulagdes farmacéuticas.

Figura 21 - Espectro de absorcdo de UV-Vis para 1,00 x 10° mol L™ LEVO em 30 % de metanol e
1,00 x 10®° mol L™ NOR em 5% de acido acético.
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Ap0s a obtencdo das curvas de calibracao para os padrées de LEVO e NOR, o método

foi aplicado para a determinagdo das mesmas em amostras de urina humana e bovina e
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também em formulagdes farmacéuticas. Além disso, foram realizados testes de recuperagéo
para todas as amostras através do método de adi¢cdo de padrdo. Assim sendo, as determinacgdes
de LEVO e NOR foram realizadas através da diluicdo de aliquotas da amostra para 25 mL
com 30% de metanol para LEVO e 5% de acido acético para NOR. Os resultados obtidos para
0s testes de adicdo do padréo das fluoroguinolonas encontram-se reunidos na Tabela 11 e 12.
Na determinacdo individual de LEVO e NOR em amostras de urina humana e bovina
(Tabela 11) a recuperacdo obtida foi entre 101,1 e 109,6% para LEVO e 102,6 e 110,8% para
NOR, sendo que em amostras de urina humana e bovina contendo 50 mg L™ das
fluoroquinolonas ndo foram detectadas. Nas determinagdes de formulagdes farmacéuticas pela
metodologia eletroanalitica proposta neste trabalho, observa-se que a técnica
espectrofotométrica € menos sensivel (Tabela 12), como confirmado nos valores de LOD e

LOQ apresentados.

Tabela 11 - Resultados das curvas de recuperacgdo, exatiddo e precisdao do método UV-Vis obtido para
deteccdo individual de LEVO e NOR em amostras de urina humana e bovina fortificada com
diferentes concentragoes.

Amostra Adicionado (mg L™) Encontrado ! (mg L™) Recuperado (%) DPR (%)

LEVO

Urina humana 200 219 + 47 109,6 8,6
100 106 + 19 106,4 7,1
50 nd nd Nd

Urina bovina 200 208 £ 20 103,8 3,9
100 101 £ 25 101,1 10,1
50 nd nd Nd

NOR

Urina humana 200 222 + 34 110,8 6,1
100 106 + 49 105,6 18,7
50 nd nd Nd

Urina bovina 200 209 + 33 104,5 6,4
100 103+ 21 102,6 8,3
50 nd nd Nd

@l Média de trés determinacées + intervalo de confianca (N = 3), t = 4,30 (P = 0,05 com 2 graus de
liberdade), RSD: desvio padréo relativo; nd: ndo detectado.
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Tabela 12 - Determinacdo quantitativa individual de LEVO e NOR em formulag¢Ges farmacéuticas
utilizando ambas as metodologias propostas.

Amostra Valor rotulado (mg)  Encontrado (mg) @  DPR (%) Erro relativo (%)
Levofloxacina 500 506 + 10 18,8 0,01
Norfloxacina 400 402 +7 9,31 0,01

(@ Os resultados apresentados em forma de intervalo médio valor de confianca (N =3),t=4,30 (P =
0,05 com 2 graus de liberdade )
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5 CONCLUSOES

Os estudos realizados neste trabalho evidenciaram a possibilidade de determinacéo
simultanea das fluoroquinlonas, levofloxacina (LEVO) e norfloxacina (NOR) empregando a
técnica de voltametria de onda quadrada, surfactantes e aplicacdo do procedimento de
deconvolugdo. A utilizacdo do eletrodo de carbono vitreo foi essencial para a escolha das
melhores condicdes de trabalho e obtencdo de um conhecimento prévio do comportamento
voltameétrico dessas fluoroquinolonas, para posterior utilizacdo dos eletrodos de carbono
impresso. Porém a proximidade dos potenciais de oxidacdo das duas fluorquinolonas durante
as andlises simultaneas inviabilizaram a determinacdo direta, entretanto, este problema foi
contornado com a utilizacdo de surfactante, que auxiliou na amplificacdo do sinal analitico, e
0 procedimento de deconvolucdo de picos, que proporcionou a separacdo satisfatoria dos
sinais sem comprometer a analise quantitativa dos respectivos picos. Os eletrodos de carbono
impressos apresentaram uma grande vantagem se considerarmos os aspectos de sensibilidade,
faixa de linearidade, precisdo e ainda limite de quantificacdo, compativel com o nivel de
concentracdo da fluoroquinolonas encontrados nessas matrizes. Assim as metodologias
desenvolvidas para as determinacfes individuais e simultaneas das fluoroquinolonas em
amostras de urina humana, urina bovina e formula¢Ges farmacéuticas, podem ser uma
alternativa altamente satisfatoria na determinacdo das mesmas. Estas justificativas sdo
amparadas pela maior sensibilidade e melhores valores de recuperacdo obtidos pelo método
proposto que aqueles obtidos nas analises empregando a metodologia de UV-Vis. Além disso,
verificou-se que as amostras de urina humana e bovina, apesar dos diversos constituintes, ndo
interferiram nas andlises eletroquimicas, confirmando que as metodologias desenvolvidas
podem ser aplicadas com sucesso na determinacdo destes antibioticos sem preparos rigorosos
dessas amostras.

Por fim, os resultados analiticos obtidos com os métodos desenvolvidos sdo
comparados entre si bem como entre as analises individuais e simultdneas dessas
fluoroquinolonas tanto em ECV quanto em ECI. A Tabela 13 e 14 apresentam de forma

resumida as principais caracteristicas dos métodos desenvolvidos.

Determinacdo eletroanalitica simultanea das fluoroquinolonas, levofloxacina e norfloxacina,
empregando meio micelar e procedimento de deconvolugéo



Concluséao

73

Tabela 13 - Analise comparativa dos diferentes métodos e sistema de detec¢do empregados para a determinagdo das fluorquinolonas em urina.

Técnicas Deteccdo  Analito  Regido linear LD Amostra Adicionado (mg L)  Encontrado ® (mg L?)
(mol L™ (mol L™
VvVOQ Simultanea LEVO (0,25 - 30,1) x 10°® 3,22x10®  UrinaHumana 50 48 £ 2
ECI 100 99+1
200 200+ 5
Urina Bovina 50 50+3
100 1015
200 199 + 10
NOR (0,25 - 30,1) x 10°° 8,32x 107  UrinaHumana 50 49 +3
100 98+6
200 199+1
Urina Bovina 50 49+9
100 101+6
200 198 + 8
VOQ Simultinea LEVO (2,00 - 20,0) x 10° 2,97 x107  UrinaHumana 50 49+9
ECV 100 94 +28
200 180 £ 22
Urina Bovina 50 514
100 101+12
200 187 £ 17
NOR (2,00 - 20,0) x 10°° 7,90 x 107 UrinaHumana 50 47 +12
100 88+ 18
200 200 + 38
Urina Bovina 50 54+ 12
100 95+ 15
200 185 + 35

Continuacéo Tabela 13
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Método Deteccdo  Analito  Regido linear LD Amostra Adicionado (mg L")  Encontrado ™ (mg L™)
(mol L™ (mol L™
VOQ Individual LEVO (2,00 - 23,3) x 10°® 1,11 x10°®  UrinaHumana 50 51 +10
ECV 100 93+8
200 188 + 22
Urina Bovina 50 49+3
100 97 +6
200 194 + 35
NOR (2,00 - 23,3) x 10°® 1,12x10°  UrinaHumana 50 41 +3
100 98 + 10
200 201+ 11
Urina Bovina 50 48 +5
100 97 + 12
200 199 + 4
uv Individual LEVO (0,10 —100) x 10°® 2,25%x10°  UrinaHumana 50 Nd
. 100 106 + 19
UV-Vis 200 219 + 47
Urina Bovina 50 Nd
100 101 + 25
200 208 + 20
NOR (0,10 — 100) x10°° 1,23x10°®  UrinaHumana 50 Nd
100 106 + 49
200 222 + 34
Urina Bovina 50 Nd
100 103 +21
200 209 + 33

2l Média de trés determinagdes + intervalo de confianca (N = 3), t = 4,30 (P = 0,05 com 2 graus de liberdade), RSD: desvio padrao relativo; nd: ndo encontrado
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Tabela 14 - Analise comparativa dos diferentes métodos e sistema de deteccdo empregados para a determinacdo das fluorquinolonas em formulagoes
farmacéuticas.

Metodo Deteccao Analito Regido linear LD (mol L™?) Rotulado Encontrado @  RSD (%) Erro
(mol L™ (mg) (mg) relativo (%)
VOQ Simultaneo  LEVO (0,25 - 30,1) x 10°® 3,22 x 107 500 501 + 10 0,8 0,002
ECI NOR (0,25 - 30,1) x 10°® 8,32 x 10” 400 399 + 7 0,7 0,005
VOQ Simultineo  LEVO (2,00 - 20,0) x 10°® 2,97 x 107 500 500 + 39 3,2 0,072
ECV NOR (2,00 - 20,0) x 10°® 7,90 x 107 400 401 + 38 3,8 0,274
VOQ Individual ~ LEVO (2,00 - 23,3) x 10°° 1,11 x 10°® 500 501 + 59 4,7 0,003
ECV NOR (2,00 - 23,3) x 10°° 1,12 x 10°® 400 389 + 19 1,9 0,029
uv Individual ~ LEVO (0,1—100) x 10°° 2,25 x 10 500 506 + 10 18,8 0,012
UV-Vis NOR (0,1 —100) x10°® 1,23 x10° 400 402 + 7 9,3 0,005

2l Os resultados apresentados em forma de intervalo médio valor de confianca (N = 3) , t = 4,30 (P = 0,05 com 2 graus de liberdade ); RSD: desvio padrdo relativo.
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