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RESUMO

PROCEDIMENTOS ESPECTROFLUORIMETRICOS PARA A DETERMINACAO
DE CETOCONAZOL, SULFANILAMIDA, ENROFLOXOCINO E NORFLOXACINO
EM AMOSTRAS DE AGUAS. Atualmente, devido a grande intensidade das atividades
antropogénicas torna-se cada vez mais relevante o desenvolvimento de procedimentos
analiticos para quantifica¢ao de substancias com atividade bioldgicas, principalmente em
relacdo aos recursos hidricos. A alto medicagdo e a necessidade do aumento de
produtividade animal para suprir a demanda do mercado, ocasiona o descarte de enorme
quantidade de substancias com atividade bioldgicas como efluentes ou excretados pelos
organismos no meio ambiente. Esse descarte causa riscos de contaminagdes dos lengois
fredticos e aguas de superficie, afetando diretamente o ecossistema e a saide humana. O
objetivo deste trabalho foi desenvolver e validar procedimentos analiticos para a
quantificacdo da presenca dos farmacos: cetoconazol, sulfanilamida, enrofloxacino e
norfloxacino, em daguas utilizando a espectroscopia de fluorescéncia. Neste trabalho,
buscou-se empregar solventes com baixo potencial de contamina¢do ao meio ambiente e
analista, visando os principios da quimica verde. O procedimento espectrofluorimétrico
proposto para a determinagdo de direta de cetoconazol, monitorou-se a intensidade de
emissdo da solu¢do em 380 nm, quando excitado em 265 nm. As recuperacdes para a
determinacdo de cetoconazol empregando o procedimento direto de cetoconazol
apresentaram variacao entre 93,7 a 128%. Desenvolveu-se um procedimento indireto para
a determinacdo de cetoconazol empregando o cério (IV) como agente oxidante. Neste
trabalho, monitorou-se a intensidade de emissdo do cério(Ill) produzido da reagdo de
oxidacdo entre cetoconazol e solucao padrdo de cério(IV). A intensidade de emissdo do
cério(IIl) fo1 monitorado em 360 nm, quando excitado em 250 nm foi proporcional a
concentracdo do cetoconazol na solugdo. O procedimento espectrofluorimétrico para a
sulfanilamida foi desenvolvido monitorando-se a intensidade de emissdo em 345 nm,
quando excitado em 245 nm. A recuperacdo do cetoconazol em amostras de dgua de
torneira procedimento empregando cério(IV) variaram entre 93,0 a 104%. No
desenvolvimento do procedimento espectrofluorimétrico para a determinagdo do
antibidtico enrofloxacino monitorou-se a intensidade de emissdo do antibidtico em 448
nm, quando excitado em 370 nm. A recuperacdo na determinacdo do enrofloxacino em
amostras de dguas variaram entre 93,3 a 101%, indicando auséncia do efeito de matriz
nestas amostras. Um procedimento para a determinag¢do de norfloxacino foi proposto
utilizando a espectrofluorimetria. Neste caso, a concentracdo de norfloxacino foi obtida
monitorando-se a intensidade de emissdo em 446 nm, quando excitado em 370 nm. A
intensidade de emissdo foi proporcional a concentragdo do norfloxacino em solug@o. As
recuperagdes de norfloxacino foi avaliada em amostras de aguas e variaram entre
norfloxacino 93,9 a 108% em amostras de aguas.

Palavras chaves: antibidticos, antifingicos, validagdo, dguas superficiais.
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ABSTRACT

SPECTROFLUORIMETRICS PROCEDURES FOR DETERMINING
KETOCONAZOLE, SULFANILAMIDE, ENROFLOXOCIN AND NORFLOXACIN
IN WATER SAMPLES. Currently, due to the high intensity of human activities becomes
increasingly important the development of analytical procedures for the determination of
chemicals with biological activity, particularly in relation to water resources. The high
medication and the need for animal productivity increase to supply the market demand,
causes the huge amount of disposal of substances with biological activity as effluents or
excreted by organisms in the environment. This discharge causes risks of contamination
of groundwater and surface waters, directly affecting the ecosystem and consequently,
the human health. The aim of this study was to develop and validate analytical procedures
for quantifying the presence of drugs ketoconazole, sulfanilamide, enrofloxacin and
norfloxacin in water samples using fluorescence spectroscopy methodology. In this work,
we seek to employ solvents with low potential for contamination to the environment and
analyst targeting the principles of green chemistry. The spectrofluorometric procedure
proposed for the direct determination of ketoconazole, monitored is the emission intensity
of the solution at 380 nm when excited at 265 nm. Recoveries for the determination of
ketoconazole using direct procedure ketoconazole showed variation between 93.7 to
128%. In sequence, the indirect procedure developed for the determination of
ketoconazole using cerium (IV) as the oxidizing agent was developed. In this work, the
emission intensity of cerium (III) produced in the oxidation reaction between
ketoconazole and standard solution of cerium (IV) was monitored. The emission intensity
of cerium (III) in solution was monitored at 360 nm when excited at 250 nm. The emission
intensity was proportional with the concentration of ketoconazole in the solution. The
spectrofluorometric procedure for the sulfanilamide determination was developed by
monitoring the emission intensity at 345 nm when excited at 245 nm. The recovery of
ketoconazole in tap water samples procedure using cerium (IV) ranging from 93.03 to
104%. In the development of spectrofluorimetric procedure for determining the antibiotic
enrofloxacino, the emission intensity of the antibiotic was monitored at 448 nm when
excited at 370 nm. The recovery in the determination of enrofloxacin in water samples
ranged from 93.3 to 101%, indicating no matrix effect in these samples. The procedure
for the determination of norfloxacin was proposed using spectrofluorimetry. In this case,
the concentration of norfloxacin was obtained by monitoring the emission intensity of
solution at 446 nm when excited at 370 nm. The emission intensity of norfloxacin solution
was proportionally to the concentration in solution. The norfloxacin recoveries was
evaluated in water samples and ranged from 93.9 to 108% in water samples.

Keywords: antibiotics, antifungal agents, validation, surface water.
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INTRODUCAO

A presenga crescente de contaminantes no ambiente ¢ uma preocupag¢ao mundial,
que vem aumentando devido ao crescimento populacional, juntamente com busca por
fontes de dgua potavel, alimentos e combustiveis renovaveis. A contaminag@o de recursos
hidricos cresce de forma proporcional ao desenvolvimento tecnoldgico e criagao de novos
polos industriais. Dentre os contaminantes ambientais mais encontrados nos ultimos anos
os farmacos recebem destaque, devido a sua persisténcia no meio ambiente, tanto em sua
forma inicial quanto seus metabolitos, além de metabdlitos que sofrem ag¢do do meio
ambiente, os quais podem gerar residuos de grande toxicidade para os seres vivos.

Quando o farmaco entra em contato com o organismo este sofre transformagao,
total ou parcial originando outras substancias. O processo de metabolismo ou
biotransforma¢ao dos farmacos produz compostos com caracteristicas polares, estes
soluveis em 4gua, ndo sendo absorvidos em sua maior parte nos canais renais. Desta
forma, estes metabolitos podem nao possuir atividades farmacoldgicas, ou serem ativos
a partir de um farmaco inativo ou reacdo no meio ambiente. A presen¢a de farmacos
residuais no meio ambiente pode acarretar efeitos adversos quando em contato com
organismos aquaticos ou quando ingeridos pela populacio em dguas contaminadas.
Poucos estudos ainda sdo desenvolvidos sobre o destino € o comportamento desses
compostos em relacdo ao meio ambiente aquatico, assim como quais organismos sao
afetados e em que grau, nesse sentido da se a necessidade do desenvolvimento de novos
procedimentos para o monitoramento dessas matrizes ambientais complexas.

Muitos métodos analiticos sdo desenvolvidos para detectar e quantificar
substancias com principios farmacoldgicos em matrizes ambientais complexas, tais como
aguas superficiais, subterraneas, esgoto doméstico, efluentes de estagdo de tratamento de
esgoto (ETE), sedimentos marinhos, solo e lodo biolégico (CESPEDES et al., 2006).

O presente trabalho tem como objetivo propor e validar procedimentos para
determinagdo e quantificagdo de cetoconazol, sulfanilamida, enrofloxacino e
norfloxacino em dgua, empregando a técnica de espectrofluorimetria, utilizando
Cério(IV) como agente oxidante ou, por via direta, empregando a fluorescéncia intrinseca

das substancias. Os procedimentos foram desenvolvidos visando a diminui¢do dos gastos
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com equipamentos e reagentes, diminuindo a gera¢do de contaminantes para o meio
ambiente.

Os farmacos cetoconazol, sulfanilamida, enrofloxacino e norfloxacino foram
selecionados devido a sua enorme utilizagdo no tratamento: antifingico, antibidtico e
antimicrobiano respectivamente. Seus usos tém pouco ou nenhum controle ndo sendo
necessarios receitudrios médicos para a compra, o que tornam seus usos descontrolados,
gerando grandes acumulos no meio ambiente, principalmente aquatico, o qual € o alvo

deste estudo, para detec¢do e quantificagdo destes principios em matrizes ambientais de

agua.
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REVISAO DE LITERATURA

1. Matriz ambiental

A presencga de farmacos em matrizes ambientais ¢ conhecida desde a década de
1980, quando Garrison et al. (1976) encontraram acido clofibrico, um metabolito ativo
do clofibrato, em amostras de efluente de uma estacdo de tratamento de dgua (ETA).
Contaminantes emergentes podem ser encontrados em matrizes ambientais e biologicas
e ndo possuem uma legislacdo para regulamentar a concentragdo maxima permitida no
meio ambiente, porém apresentam risco potencial a saide humana e ao meio ambiente
(SILVA & COLLINS, 2011). Dentro desta classe de contaminantes se destacam os
farmacos, produtos de higiene pessoal, hormdnios, subprodutos industriais ¢ drogas
ilicitas. Estas substancias estdo amplamente dispersas no meio ambiente, por intermédio
das atividades humanas, e sdo "emergentes" em aguas superficiais e subterraneas, como
resultado de emissdes industriais, derrames acidentais, aplicagdo indiscriminada e
atividades de consumo assim como excrecdo e a disposi¢do natural. Os antibidticos no
meio ambiente geram grande preocupagdo por causa do potencial desenvolvimento de
resisténcia bacteriana (EICKHOFF et al, 2009).

Diversas rotas de aporte de farmacos para o ambiente despejam toneladas de
compostos com atividades quimicas e bioldgicas ao meio ambiente, sendo a principal
fonte o esgoto doméstico (tratado ou bruto) que apresentam esses compostos totais ou
parcialmente metabolizados e, por fim, sdo excretados via urina ou fezes atingindo o
sistema de esgotamento sanitario. Os efeitos em 4guas naturais ainda ndo sdo muito
conhecidos; entretanto, existe uma grande preocupacdo em relagdo a sua presenga, que
diz respeito aos potenciais efeitos adversos para a saude humana, animal e de organismos
aquaticos (HOMEM & SANTOS, 2011). Muitos deles sdo classificados como
desreguladores enddcrinos (DE), e consequentemente causam danos em um organismo
saudavel ou em seus descendentes ou subpopulagdes. Os farmacos, de diversas classes
terap€uticas, como antibidticos, antilipémicos, anti-inflamatorios, analgésicos, fungicida,
anti-hipertensivos, entre outros, t€m sido detectados em esgotos domésticos, dguas
superficiais e subterraneas, em concentragdes na faixa de g L' a ng L! nas mais diversas

regides do mundo (MELO et al, 2009).
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Diversos farmacos usados pelo homem podem ser langados no meio ambiente, em
sua forma metabolizada ou ndo, atingindo as Estagdes de Tratamento de Esgoto (ETEs).
Virias dessas substincias sdo persistentes no meio ambiente, ndo sendo totalmente
removidas e resistindo aos processos convencionais de tratamento (RODIL et al, 2012).

Outras vias de entrada de farmacos ao ambiente estdo relacionadas com o uso
veterinario desses compostos, a disposi¢ao final de medicamentos ndo consumidos e com
o efluente de industrias farmacéuticas (FICK er al, 2009). A Figura 1 apresenta um

resumo das principais rotas de aporte de farmacos ao ambiente

APLICACAO PRODUGAO

Medicamento Medicamento Agquicultura
Veterindrio Humano
Excregdo
¥ ¥
Adubo - Esgoto " Efluente
¥ \ 4
Irrigacdo ETE
L ' —
Solo Sedimento
’ Wil

Agua Subterranea K2 Agua Superficial
Figura 1. Principais rotas de aporte dos farmacos ao ambiente (adaptado de HIRSCHA
et al, 1999)

Os efluentes tratados contendo farmacos que ndo sdo removidos nas ETEs
(Estagdes de Tratamento de Esgoto) sdo langados no corpo receptor, contaminando rios,
lagos e em alguns casos, podendo atingir aguas subterraneas. Ao serem removidos nas
ETEs, estes compostos podem ser transferidos para as lamas que sdo aplicadas na
agricultura, podendo contaminar o solo, escoar os seus lixiviados para as aguas
superficiais, bem como poderd ocorrer sua infiltragdo, pondo em risco a qualidade das

aguas subterraneas (ROQUE, 2009).
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O crescente avango em relagdo as técnicas analiticas alavancaram o aumento do
numero do uso de microcontaminantes identificados e quantificados nos efluentes. Como
os estudos de monitoramento de microcontaminantes no Brasil em esgotos, dguas
superficiais e de abastecimento, ainda s2o incipientes (SOUZA, 2011), vem se tornando
uma questao relevante dentro da quimica analitica e na quimica ambiental.

A maioria dos farmacos tem suas concentragdes na faixa de ng L!, em matrizes
ambientais, devido a sua baixa concentragdo € necessario o desenvolvimento de técnicas
analiticas mais sensiveis e que se possivel evitem o tratamento de amostras visando a
diminui¢do do tempo de preparo de amostras, custo com reagentes e producdo de

descartes com potencial toxico para o meio ambiente.

1.1. Cetoconazol

As infecgdes fungicas sdo um grave problema de saude publica, uma vez que
contribuem substancialmente para a mortalidade humana. Os fungos que sdo
normalmente encontrados em ambientes de ar, solo ou dgua, sdo associados a infecgdes
de feridas cutaneas (BERTESTEAN et al, 2014).

Todas estas infecgcdes sdo tratadas com o uso de farmacos antifingicos.
Substancias do grupo dos azdis sio amplamente utilizados como principio ativo em
farmacos antifingicos para seres humanos e animais, e em formulagdes de biocidas e
fungicidas agricolas.

O cetoconazol ¢ um derivado imidazolico antifingico, o qual exerce acgdo
fungicida por alterar a permeabilidade da membrana citoplasmatica dos fungos. Esta acdo
decorre de sua interferéncia na sintese de esterois da membrana, inibindo a formagao do
ergosterol a partir do seu precursor, o lanosterol. Esta atividade resulta da acdo inibitoria
do cetoconazol (e diversos derivados azdlicos) sobre a enzima citocromo da familia P-
450 (CYP P-450) (PEREZ-RIVERA et al, 2009).

O cetoconazol € utilizado no tratamento de carcinoma prostatico e da sindrome de
Cushing. Porém, também pode acarretar efeitos colaterais como: nduseas, vomitos, dores
abdominais, diarreia, hepatotoxicidade, tontura, ginecomastia, diminui¢do da libido,
irregularidades menstruais, irritacdo e ardor no local da aplicacdo. (VERTOZI et al,

2006).
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O cetoconazol (CTZ) (cis-1-acetil-4-[4-[2-(2,4-diclorofenil)-2-(1H-imidazol-1-
ilmetil)-1,3-dioxalan-4-il[metoxi fenil]-peperazina), ¢ um substancia dibasico fraco que
tem valores de pKa de 2,9 e 6,5 (LUBACH et al, 2013), mostra extensa atividade
antifingica no tratamento de enfermidades humanas, por isso ¢ um dos farmacos
antifingicos mais consumido no Brasil (comparagdo com outros farmacos antifingicos).

Portanto, residuos de cetoconazol e de outros farmacos sdo comumente
encontrados no meio ambiente. Os medicamentos antifungicos a base de azdis sdo
utilizados via tdpica, oral ou intravenosa. A aplicacdo topica de produtos farmacéuticos
gera residuos dos principios ativos, devido a baixa absorcdo da pele (LETZELA et al,
2009). O uso extensivo de farmacos pode levar a quantidades substanciais de residuos de
substancias do grupo dos azdis no meio ambiente.

Medicamentos de uso humano e veterindrio sdo excretados como metabdlitos apds
seu consumo e podem ser inseridos no meio ambiente por diversas fontes como; descarga
de aguas residuais tratadas e ndo tratadas, lixiviacdo do solo, descarte incorreto de
medicamentos por parte da populagdo e das industrias farmacéuticas. Além disso, uma
parte do medicamento também ¢ excretada em sua forma inalterada. Alguns
medicamentos de uso veterinario também podem ser inseridos no meio ambiente por
escoamento de producgdo agricola. Na literatura estdo relatados poucos efeitos adversos
graves para a saude humana devido as concentragdes em niveis de traco dos residuos
farmacéuticos individuais. O questionamento principal sobre estes residuos permanece
em torno dos efeitos cronicos e potenciais das misturas dos produtos farmacéuticos e
outros contaminantes ambientais. Estudos demonstram também impactos com potencial
negativo de residuos de cetoconazol e outros antifungicos no sistema endocrino dos
organismos aquaticos (ANKLEY et al, 2005).

Viérios métodos analiticos foram desenvolvidos para a determinagdo de
cetoconazol em matrizes ambientais, farmac€uticas e amostras bioldgicas. A
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (VERTZONI et al, 2006) ¢ o método
mais empregado, porém tem elevado custo de manuten¢@o, necessita de tratamento de
amostras, gera residuos com potencial de contaminagdo ao meio ambiente e sdo
necessarios treinamentos dos usudrios antes do inicio da utilizagdo do cromatografo.
Além da cromatografia, também sdo empregadas as técnicas de espectroscopia molecular
na regido UV-Vis, de potenciometria, eletroforese, ¢ de voltametria ciclica, na

determinagdo de cetoconazol (PROENCA et al, 2007). Em geral, as técnicas citadas
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acima requerem um preparo de amostra com diversas etapas que envolvem filtragio e
pré-concentragdo das matrizes, tornando os procedimentos morosos.

No entanto, a disponibilidade de métodos analiticos simples que envolvam
aparelhagem de baixo custo e facil manuseio para a determinagdo do cetoconazol é de
suma importancia para as industrias farmacéuticas e para o controle de farmacos no meio
ambiente.

Embora diversos procedimentos analiticos estejam disponiveis na literatura, o
procedimento desenvolvido neste trabalho podera ser utilizado como método alternativo
para a determinacgdo de cetoconazol, pois ¢ simples, rdpido, ndo requer o tratamento de
amostras. Quando houver a presenca de material particulado em suspensdo nas amostras,

estas devem ser filtradas antes da dilui¢do com a solugdo acida.

1.2. Sulfanilamida

A presenca de farmacos e seus metabdlitos no meio ambiente tornou-se
preocupacdo crescente nos ultimos anos (PETRIE et al, 2015) especificamente, os
antibidticos, os quais constituem o grupo mais prevalente de drogas persistentes. Uso de
micro poluentes estdo intimamente relacionados com o potencial de perturbagdo dos
ciclos bacterianos, agricultura e produgdo animal, o que tém relacdo direta com efeitos
adversos a saude humana e ecologica (KORZENIEWSKA et al, 2013). Os antibidticos
tém sido relatados em aguas residuais de hospital, estacdo de tratamento de aguas
residuais (ETAR), efluentes, dguas subterrdneas, sedimentos, biota e agua potavel
(DOLLIVER et al, 2007)

Antibioticos a base de sulfonamidas (SAs) tém sido frequentemente detectados
em baixas concentragdes (<1 ppb) em ambientes aqudticos o que vem causando
preocupacao. Compostos farmacoldgicos e seus metabolitos, ndo recebem tratamentos
adequados ou sao mal removidas por sistemas de tratamento de aguas residuais
municipais e industriais convencionais. Tal contaminag@o estd relacionada com efeitos
diretos sobre organismos que recebem corpos d'dgua e ao potencial gerador em resisténcia
aos antibioticos (KUMMERER, 2009).

A alta eficiéncia de SAs e seu custo relativamente baixo tém estimulado o seu
intenso uso nas praticas veterindrias. SAs sdo empregados na medicina veterindria, em

formulagdes puras ou combinagao com outros antibidticos, ndo sd para combater doengas
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infecciosas, mas como aditivos para ra¢des animais, a fim de promover o crescimento €
aumentar a produtividade de gados e aves, apesar do fato de a utilizagdo de antibidticos
para esta finalidade ser proibida em diversas partes do mundo (BARAN et al, 2011). Na
maioria dos paises, os limites maximos de residuos para o total SAs nos alimentos sdo:
100 mg kg™! para a carne e mel e 100 mg L™! para o leite. De acordo com Baran (2011), o
consumo de SAs em 2009 mg por kg de carne produzida na Dinamarca foi de 4,82 (carne
de porco), 17,2 (gado), 0,033 (frangos) e 58,5 (peixe), sendo a taxa de contaminagdo dos
peixes aproximadamente 4 vezes maior que a do gado, demonstrando a necessidade de
pesquisas para detec¢do e determinagdo de SAs nos leitos dos rios. A Unido Européia
(UE) estabeleceu um limite maximo de residuos de 100 mg kg™! para a soma de todas as
sulfonamidas em leite, tecidos e musculos de animais (Comissao Européia, 2010).

A sulfanilamida contém um anel benz€nico substituido por dois grupos orientados
nas posi¢des 1 e 4, respectivamente. O grupo amino na posi¢ao 4 confere para a molécula
atividade bacteriana enquanto que modificacdes no radical unido ao carbono 1 do anel
benzénico modificam as caracteristicas farmacoldgicas do composto. Suas propriedades
antibacterianas foram descobertas por G. Domagk em 1935. A base para a sua agdo
bacteriostatica ¢ a semelhanga estrutural entre a sulfanilamida e o acido p-aminobenzoico
(PABA), que estd envolvida na biossintese do acido dihidrofdlica e folico e outras
substancias utilizadas pelos microrganismos (BARAN et al, 2011). Apenas os
microrganismos que sintetizam o seu proprio acido dihidrofolico sofrem acdo
bacteriostatica pela SAs, jd microrganismos e células que utilizam é4cido dihidrofélico
como um produto acabado ndo sdo sensiveis a SAs.

Me¢étodos analiticos para a detec¢do e determinacdo de residuos de SAs podem ser
classificados em trés grupos: quantitativa, confirmacdo e triagem. Os métodos
quantitativos sdo baseados principalmente em cromatografia e eletroforese capilar e
permite a quantificacdo das SAs. No entanto, estes métodos geralmente requerem
procedimentos complexos de tratamento de amostras, equipamento de laboratorio
complexo e operadores treinados, sendo métodos onerosos e de alto custo financeiro. A
principal caracteristica dos métodos de confirmacdo é a sua capacidade para identificar
com seguran¢a um composto. Os métodos de rastreio podem detectar um analito ao nivel
de interesse e fornecem resultados semi-quantitativos. Eles s3o projetados

especificamente para evitar resultados falsos compativeis (EMEA, 2008).
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Em geral, os métodos relatados para a determinagdo SAs podem ser agrupados de
acordo com o tipo de técnica analitica aplicada, sendo o HPLC-MS-MS o mais
empregado, (FEDOROVA et al, 2014) seguido pelo HPLC com outros detectores
(GRANJA et al, 2012). As principais desvantagens destes métodos estdo ligadas
principalmente a sua complexidade e ao elevado custo dos equipamentos, sendo um
método altamente recomendavel para a andlise de confirmagdo, mas ndo para fins de
grande numero de amostras de rastreio, uma vez que ¢ muito caro ¢ demorado, tal fato
estimula o desenvolvimento de métodos de rastreio baseados em técnicas mais baratas e
menos complexas. A técnica de eletroforese (YE et al, 2013), ¢ empregada para
determinagdo de SAs tém diversas vantagens dentre as quais sua alta recuperacgao, baixo
tempo de extracdo, elevado fator de enriquecimento, baixo custo e baixo consumo de
solventes organicos (SHI et al, 2011). Tais métodos exigem analistas qualificados, sdo
onerosos ¢ demandam grande quantidade de tempo, portanto, de uso limitado como
métodos de primeira a¢do que envolva protocolos complicados de extragdo, concentracao
e separacdo, seguido pela identificacdo e quantificagdo utilizando ferramentas
especializadas, e de alto valor para aquisicio e manutencdo. Neste sentido, ensaios
rapidos, sensiveis e especificos sdo exigidos para detectar amostras positivas de
sulfanilamida em andlises de rotina, que, em seguida, pode ser confirmado por métodos
de referéncia.

A técnica de espectroscopia molecular (CATELANI et al, 2014; KLOKOVA et
al, 2008), tem como principais vantagens velocidade de andlise e seletividade potencial
quando acoplados com técnicas de andlise de dados quimiométricos. A espectroscopia
por fluorescéncia (ABELLAN et al, 2014), tem como vantagem a auséncia de pré-
tratamento de amostras, tempo de andlise mais curto, redu¢do de consumo de solventes,
excelente sensibilidade da detec¢do por fluorescéncia, alternativa de baixo custo, ¢ a
aplicacdo de derivadas possibilita minimizar os problemas com interferentes, sem
complicados procedimentos de separagdo ou extracdo prévios, bem como ndo necessita
de padrdes ultrapuros exigidos na cromatografia liquida de alta eficiéncia, além da grande
possibilidade da valida¢do do método no doseamento simultineo (PASCHOAL et al,
2003).

Este trabalho demonstra o desenvolvimento de um procedimento analitico para
detec¢do e quantificacio de sulfanilamida em matrizes ambientais, utilizando um sistema

espectrofluorimetria.
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1.3. Fluorquinolonas

As quinolonas fazem parte da classe dos antibidticos sintéticos, que sdo
empregados amplamente no uso humano e veterinario, sdo de grande importancia ao
combate de organismos Gram positivos (Staphylococcus spp.) e negativos, (Haemophilus
influenzae, Neisseria spp., Moraxella catarrhalis e P. aeruginosa) (PINA, 2000), sdo
efetivas contra bactérias anaerdbicas. As fluorquinolonas sdo obtidas a partir da adi¢ao
de um atomo de fluor na posi¢ao 6 do nicleo das quinolonas, o que aumenta sua atividade
antibacteriana. Surgindo na década de 80, com modificacdes na posicdo 6 (atomo de
fluor) e 7 (grupo piperazinil), o norfloxacino e o enrofloxacino, sendo o ultimo de uso
exclusivo em veterinaria (MARTINEZ et al., 2006), apareceram como importantes
opgdes para os tratamentos antibacteriano.

As fluorquinolonas sdo metabolizadas no figado, sdo excretadas majoritariamente
na urina, e na bile, nas duas formas em altas concentra¢des como substancia ativa (PINA,
2000). Na medicina humana, tém sido descritas reacdes de fotossensibilidade (prurido,
rash cutaneo, eritema e urticaria), interacdes medicamentosas, efeitos sobre o sistema
nervoso central (ataxia, crises epilépticas, desvaneios, insonia, sonoléncia e tremores) e
cristaliria (conduzindo a uropatia obstrutiva). Muitos dos efeitos adversos citados

também tém sido descritos para caes e gatos (BOLON, 2009).

1.4. Enrofloxacino e Norfloxacino

As 4-quinolonas ou quinolonas representam uma classe de compostos sintéticos
eficazes no tratamento de uma série de infec¢des, principalmente as de origem bacteriana.
Possuem um largo espectro de atividade antimicrobiana, poténcia elevada, boa
disponibilidade biologica, formulacdes oral e intravenosa e uma baixa incidéncia de
efeitos secundarios (EMAMI et al., 2005). As quinolonas podem ser classificadas nas
varias geragdes com base no seu espectro de agdo.

Os compostos de segunda geracdo surgiram na década de 80 com a inclusdo de
um atomo de fluor na posi¢do Re € um anel piperazina na posicdo R7. Estas modificagdes
estruturais aumentaram, consideravelmente, o espectro de acdo das quinolonas, dando
origem a uma nova classe de compostos chamada fluorquinolonas. Estes compostos

possuiam uma maior atividade contra bactérias Gram-negativas, passando a abranger
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algumas espécies Gram-positivas e atingiram um perfil farmacocinético melhor, com uma
atividade antibacteriana mil vezes superior a observada pelo acido nalidixico (VIEIRA
et al., 2010; SOUZA, 2005).

O enrofloxacino recebe o nome de (4cido 1,4-diidro-1-ciclopropil-7-(4-etil-1-
piperazinil)-6-fluoro-4-oxo-3-quinolinacarboxilico), foi sintetizada em 1980 pelos
pesquisadores GROHE e PETERSON, da Bayer, sendo desenvolvida exclusivamente
para o uso na medicina veterindria, ¢ um antimicrobiano de amplo espectro de agdo contra
uma extensa classe de bactérias como rickétsias, clamideas, micoplasmas como também
para as bactérias gram-negativas e gram-positivas, incluindo aquelas resistentes aos
antibioticos B-lactamicos e sulfonamidas (KOROLKOVAS & FRANCA, 2004)

O norfloxacino recebe o nome de (4cido-1-etil-6-fluoro-1,4-diidro-4-oxo-7-(1-
piperazinil)-3-quinolinocarboxilico), no Brasil o norfloxacino teve sua liberagdo
regulamentada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria em junho de 1983,
(BRASIL, 2012). O norfloxacino sofre metabolizacio parcial no figado,
aproximadamente 20% e tendo a via renal como fonte principal de excregdo.
Aproximadamente 50% da dose administrada pode ser recuperada nas fezes, sendo esta
a via de elimina¢do do fArmaco nao absorvido pelo organismo. (KATZUNG, 2005). Seu
emprego no tratamento de doengas provocadas por micro-organismos Gram-negativos e
patdgenos atipicos, que causam infecgdes génito-urinarias, gastroenterites agudas
bacterianas como: Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae,
Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Citrobacter freundii, Staphylococcus aureus no
tratamento de infeccdes oculares e contra febre tifoide, e alguns organismos Gram-
positivos (WAGENLEHNER et al., 2011).

O enrofloxacino e o norfloxacino tem em comuns as seguintes caracteristicas: pds
brancos a amarelos claros, pouco soliveis em agua, metanol, etanol, acetato de etila e
acetona, facilmente soliveis em 4acido acético. Possuem como mecanismo de agdo a
interferéncia da sintese do DNA bacteriano, inibindo a atuacao de 2 enzimas: DNA-girase
e a Topoisomerase 1V, as quais sdo responsaveis pelo controle do processo de divisdo a
reunido de novas cadeias e no enovelamento do novo DNA durante sua replicacdo
(BARREIRO & FRAGA, 2008). Entre os principais efeitos colaterais destacam-se:
gastrointestinais (nauseas, vomitos e diarreia), toxicidade ocular, cegueira por
degeneracdo retiniana difusa, reacdes alérgicas, reacdes na pele, dores nos tenddes

(tendinite; ruptura do tendao), disturbios mentais, alteragdo na audicao.
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Em pesquisa realizada no Parand, observou-se que o enrofloxacino ¢ um dos
ingredientes ativos mais utilizados como preventivo de doencas. Atualmente a Agéncia
de Alimentos e Drogas (FDA) apoia o uso no tratamento de animais de companhia e
animais de corte (AHN et al., 2012). O uso no Brasil do enrofloxacino como aditivo
alimentar ou como conservante de alimento para animais ¢ proibido pelo Ministério da
Agricultura. A enrofloxacino e a norfloxacino apresentam potencial de toxicidade
ecologico e risco para a saude humana, classificadas como compostos de “médio” e
“muito alto” risco. Uma vez que a enrofloxacino e norfloxacino sdo excretadas por
animais na agua ou sedimentos, elas acabam sendo submetidas a transformag@o ou
degradacdo a diferentes taxas, dependendo da natureza dos fatores, bidticos, abidticos e
ambientais (LIN et al., 2010). Estes compostos tém sido encontrados no meio ambiente
em concentragdes médias tipicas de 0,02 pg L' a 0,12 ug L' nos EUA. No Brasil a
concentragio média dos antibidticos giram em torno de 0,1 pg L' a 1,0 ug L™ em estagdes
de tratamento de esgoto (ETE). Nos rios, as concentragdes médias encontradas variam

entre 0,02 pg L' € 0,04 pg L' (BILA e DEZOTTI, 2003).

1.5. Espectroscopia de fluorescéncia molecular

A fluorescéncia € um processo fotoluminescente no qual as moléculas absorvem
energia na forma de radiacdo eletromagnética e ao relaxarem para seu estado fundamental
liberam o excesso de energia absorvido na forma de fétons (SKOOG et al, 2007). A
fluorescéncia de uma amostra ¢ medida em diversos comprimentos de onda de emissdo
para diversos comprimentos de onda de excitagdo, obtém-se uma superficie ou matriz de
excitacdo-emissao (MEE). Desta maneira, matrizes de excitagdo-emissao sao geradas por
duas dimensdes independentes de comprimentos de onda, sendo que uma destas
dimensdes se caracteriza pelos perfis de excitagdo e a outra possui informacao referente
ao espectro de emissdo. O agrupamento destes espectros gera uma superficie
tridimensional de fluorescéncia, com a presenca de todas as bandas de excitagdo e
emissdo dos fluoréforos presentes (TREVISAN & POPPI, 2003).

Um fator relevante que pode estar presente em espectros de fluorescéncia, € a
supressdo de fluorescéncia (quenching). A supressao refere-se a qualquer processo que
cause reduc¢do do rendimento quantico de um sistema luminescente. Ela ocorre devido a

interacdo do fluoréforo com determinadas substancias denominadas supressores.
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Elevadas concentragdes dos fluoroforos podem também gerar dois tipos de supressao: (1)
auto supressao e (ii) auto absor¢do. No primeiro caso, as moléculas excitadas transferem
energia as moléculas do solvente, diminuindo a intensidade das bandas de fluorescéncia.
A auto absor¢do ocorre quando existe sobreposi¢ao das bandas de excitacio e emissdo de
fluorescéncia, de modo que a radiacdo emitida € absorvida para excitagdo de outras
moléculas, chegando apenas parte da radiagdo emitida ao detector (HOLLER et al, 2009).

O estado excitado de uma molécula, gerado pela absor¢do de luz ¢ um estado
energeticamente mais rico que o respectivo estado fundamental, a dissipagdo deste
excesso de energia pode ocorrer por meio de processos nio radioativos ou processos
radioativos, no primeiro caso a dissipag¢do da-se pela perda de calor e no segundo pela
emissao de luz. O processo de formagao e desativagao dos estados excitados de atomos e
moléculas pode ser convenientemente representado através do diagrama de Jabloski
(Figura 2) (LAKOWICZ, 1983). Utilizando este diagrama as energias relativas aos
estados envolvidos assim como os processos de desativagdo radiativos e ndo radiativos
sdo mostradas.

O diagrama demostra quais sdo os processos fisico que podem ocorrer durante o
periodo que uma molécula absorve um féton com energia entre os comprimentos de onda
do ultravioleta e visivel. Sendo So € o estado eletronico fundamental, Si, e T os estados
excitados singleto e tripleto de menor energia, respectivamente. Assim como S; € um
segundo estado excitado singleto. As setas retas representam os processos envolvendo
fotons, e as setas onduladas as transi¢des ndo-radiativas (HOLLER ez al, 2009).

Estados excitados singlete
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Figura 2. Diagrama de Jablonski (adaptado HOLLER et a/, 2009).
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As moléculas que apresentam fluorescéncia e/ou fosforescéncia sdo chamadas de
luminescentes. A caracterizagdo dos processos que conduzem a formagdo e desativagdo
dos estados excitados deve considerar dois parametros: as constantes de velocidade e os
rendimentos quanticos. A magnitude destes dois parametros determinard as propriedades
fotoquimicas intrinsecas da molécula.

Matrizes bioldgicas apresentam grandes concentragdes de proteinas, sendo que
muitas destas proteinas causam supressdo de fluorescéncia, principalmente devido a
presenca de aminodcidos fluorescentes. A supressdo nestes sistemas da-se de diversas
formas, mas o principal efeito ocorre devido a auto absor¢@o do sistema, bem como pelas
interacdes peptidicas entre os fluoréforos (LOPEZ et al, 2010). Existem alguns
procedimentos utilizados para se eliminar o efeito de supressio ou reduzi-lo,
minimizando a sua interferéncia nas analises. Em meios com elevada concentragdo de
proteinas, a separacdo destas proteinas ¢ um dos procedimentos mais empregados,
embora possam ocorrer consideraveis perdas na recuperagdo. Outra possibilidade ¢ a
diluicdo das amostras, o que a principio parece ser mais interessante, pois ndo envolve
etapas mais requintadas de preparacdo da amostra (TREVISAN & POPPI, 2003). A
fluorescéncia molecular se destaca, dentre os outros métodos, devido a sua alta
sensibilidade, que pode chegar a até trés ordens de magnitude maior que em outros
métodos espectroscopicas de absorcdo, sua ampla faixa linear de concentragdo, que
também ¢ significativamente maior que nos métodos de absor¢do. Apesar de suas mais
diversas vantagens em analises quimicas e bioldgicas os métodos de fluorescéncia sio
menos empregados que os de absor¢do em razdo do numero limitado de sistemas

fluorescentes. (HOLLER et al, 2009).

OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi o de desenvolver e validar uma metodologia analitica
para detec¢do e determinagdo de residuos de farmacos em aguas, entre eles cetoconazol,
sulfanilamida, enrofloxacino e norfloxacino, utilizando a técnica de Espectroscopia de

Fluorescéncia.
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2. Objetivos especificos

e Desenvolver a metodologia para identificacdo e quantificagdo dos farmacos,
cetoconazol, sulfanilamida, enrofloxacino e norfloxacino em aguas superficiais,

potaveis e subterraneas por Espectroscopia de Fluorescéncia;

e Validar a metodologia de quantificacdo dos compostos quanto a exatidao,
precisdo, linearidade, limite de quantificagdo e detec¢@o, garantindo que os

resultados apresentados sejam confidveis e adequados a qualidade pretendida;

e Aplicar o procedimento desenvolvido para determinar os niveis de concentragao
de antibidticos e antifungicos, a fim de avaliar possiveis contaminac¢des de dguas

superficiais e potaveis, assim como verificar a eficacia do procedimento proposto.

3. Validacao do procedimento analitico

3.1. Exatidao

A exatiddo de um procedimento analitico é a proximidade que os resultados
experimentais obtidos tém em relacdo aos valores matematicamente calculados
(ANVISA, 2003). Importante observar que os valores matematicamente calculados sao
medidas obtidas por um processo perfeito, sendo este valor, entdo impossivel de se obter,
deste modo tal valor estimado e convencionalmente aceito como verdadeiro INMETRO,
2007). A exatidao pode ser estabelecida verificando-se os valores em relagdo a faixa
especifica de linearidade para cada procedimento desenvolvido. (ANVISA, 2003; ICH,
2005).

3.2. Precisao

A analise de precisao avalia a proximidade dos resultados obtidos apds uma série
de medidas de uma amostragem multipla de um mesmo analito (ANVISA, 2003). De
acordo com o INMETRO (2007) precisdo ¢ um termo geral empregado quando se

pretende avaliar a dispersdo dos resultados entre ensaios independentes, repetidos de um
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mesmo analito, de analitos semelhantes ou de padrdes, em condi¢gdes definidas. Segundo
WOOD (1999), a precisao (ou desvio-padrio relativo) estd relacionado com o nivel de
concentra¢ido do analito na amostra, definido pela equacdo: CV (%) = 2x (1-05100) 'y
qual C € a concentrag@o do analito. Desse modo, substituindo-se os niveis de concentragao

nessa equacao obtém-se os valores de precisdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Coeficientes de variacdo em fun¢do do nivel de concentragdo do analito (m/m)

Concentracio do analito (%) Coeficiente de variacio (%)
1 (100%) 2
107! 2,8
107 (1%) 4
10 5,6
10 8
10° 11
107 (ppm) 16
107 23
10°® 32
10 (ppb) 45

Fonte: Adaptado de WOOD, 1999

Existem trés parametros que podem ser empregados para a precisao: repetibilidade
(ANVISA, 2003) ou repetitividade (INMETRO 2007), reprodutibilidade e precisdo
intermediaria. Repetibilidade ou repetitividade ¢ grau de correlacdo entre os dados de
sucessivas medidas de um mesmo mensurando, os quais devem ser efetuados em um curto
espaco de tempo, por um mesmo analista, mesmo equipamento, mesmas condi¢des
ambientais ¢ mesmo procedimento padrdo (ANVISA, 2003; INMETRO 2007).

Reprodutibilidade ¢ a concordincia entre os resultados determinados por
diferentes laboratérios, como em estudos colaborativos, os quais sdo usualmente
aplicados a padronizac¢des de procedimentos analiticos (ANVISA, 2003).

Precisdo intermediaria € a correlacdo entre os resultados de um mesmo
laboratdrio, porém os quais tem seus dados obtidos em dias distintos, com analistas

distintos e/ou equipamentos distintos (ANVISA, 2003).
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3.3. Linearidade

A linearidade de um procedimento analitico € a capacidade das respostas obtidas
experimentalmente as quais espera-se um comportamento diretamente proporcionais a
concentracdo do analito de interesse, em diferentes concentra¢des dentro de determinada
faixa. Para sua constru¢do se faz necessario um nimero minimo de 5 (cinco)
concentragdes as quais sdo recomendado pela Resolu¢do (RE) n°® 899 da ANVISA
(ANVISA, 2003; ICH, 2005).

A linearidade ¢ obtida empregando a padronizacdo interna ou externa a qual ¢
formulada pela equacdo matematica aplicando-se no calculo da concentragio do analito
de interesse na amostra real. A equagao da reta que relaciona as duas varidveis pode ser

descrita de tal maneira:

y=aXx+b

Onde: y= resposta medida (intensidade do sinal); x=concentra¢do; a=inclinagao
da curva de calibracio=sensibilidade; b=intersec¢do com eixo y, quando x=0
(INMETRO, 2007).

Para que confirmar a validacdo da equacdo que descreve a curva analitica se faz
necessario a avaliagdo de variancia existente na curva empregando-se o grafico de

residuos.

3.4. Intervalo ou faixa linear de trabalho

Os valores para a faixa linear de trabalho correspondem a faixa do maior ao menor
nivel de concentrag@o do analito, o qual € estipulado a partir do parametro de linearidade.

Os limites percentuais que devem estar contidos na faixa linear para alguns
métodos analiticos estdo expostos na Tabela 2, seguindo as normativas definidas pela
ANVISA (2003).

A correlacdo entre o sinal medido e a concentracdo ¢ obtida experimentalmente e

pode ser expressa a partir da equacdo de reta da curva analitica, cujos coeficientes podem

ser determinados a partir da andlise por regressao linear.
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Tabela 2. Limites de intervalo utilizados na validagdo de metodologia analitica (ANVISA,

2003).

Ensaio

Alcance

Determinacdo quantitativa do analito em
matérias-primas ou formas farmacéuticas
Determinacdo de impurezas

Uniformidade de conteudo

Ensaio de dissolugdo

De 80% a 120% da concentragdo teorica do
teste.

Do nivel de impureza esperado até¢ 120% do
limite maximo especificado.

De 70% a 130% da concentragdo teorica do
teste.

De +20% sobre o valor especificado para o

intervalo.

A faixa de trabalho deve abranger todo o intervalo de aplicagdo para a qual o
ensaio de quantificagdo pretende-se empregar. A concentracdo do analito deve
preferencialmente, sempre que viavel, estar ao centro ou o mais préximo possivel do

centro da faixa linear (INMETRO, 2007)

3.5. Limites de deteccio e quantificacio

O limite de detec¢do (LD) corresponde a menor quantidade de analito que pode
ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada como um valor exato sob as
condigdes experimentais estabelecidas (INMETRO, 2010; ANVISA 2003). Os célculos
teoricos devem ser empregados como ponto de partida para realizagdo dos testes praticos
do LD, pois o método pode apresentar disturbios os quais impossibilitam a detec¢do da
concentracdo calculada de analito. Na pratica, este valor ¢ determinado como a menor
concentracdo de analito que pode ser diferenciada do ruido do equipamento com
seguranga.

O limite de quantificagdo (LQ) corresponde a menor quantidade de analito que
pode ser quantificada com exatidio e com fidelidade determinada sob as condigdes
experimentais estabelecidas (ANVISA, 2003). Para que exista precisdo do LQ ¢
necessario um valor inferior a 10% e uma exatidao de + 10%. O calculo teérico deve ser
utilizado como ponto de partida para realizar o teste pratico LQ do método, pois o método

pode nao ser efetivamente capaz de quantificar as concentragdes calculadas de analito.
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PARTE EXPERIMENTAL

4. Instrumentac¢io

Todas as pesagens foram realizadas utilizando-se balanga analitica Bel
Engineering modelo M214Ai com precisdo de £0,10000 mg. Um banho ultrassonico
(Cristofilo) foi utilizado para dissolucio dos reagentes.

As medidas espectrométricas foram realizadas em Espectrofotometro de
Absor¢io Molecular UV-Vis Cary, modelo 50 CONC (Varian®) com cubeta de quartzo
com capacidade de 3,50 mL (caminho 6ptico 10 mm).

As medidas de emissdo foram realizadas em espectrofluorimetro (Varian®, Cary
Eclipse) equipado com uma lampada de Xendnio, utilizando-se cubeta de quartzo, com

quatro faces polidas (caminho optico de 10 mm) e volume de 3,5 mL.

4.1. Reagentes e solucdes

A solugio estoque de cetoconazol 1,9x10~ mol L foi preparada dissolvendo-se
aproximadamente 25 mg de cetoconazol (Galena, Campinas-SP, lote KET/M-10610,
99% pureza) em baldo volumétrico de 25,0 mL e completando-se o volume com solugdo
de 4cido sulfarico 0,10 mol L.

As solugdes de trabalho de cetoconazol (5,010 a 1,9x10* mol L) foram
preparadas diluindo-se volumes da solugdo estoque em baldes volumétricos de 5,0 mL,
completou-se com solucdo de 4cido sulfurico.

A solugio estoque de sulfanilamida 5,8x10 mol L™ foi preparada dissolvendo-
se aproximadamente 25 mg de sulfanilamida (Sigma - Aldrich, lote 1105885, 99%
pureza) em baldo volumétrico de 25,0 mL, utilizando-se solu¢do de acido cloridrico 0,10
mol L.

As solugdes de trabalho de sulfanilamida (6,6x10° a 7,9x10” mol L) foram
preparadas diluindo-se volumes da solugdo estoque em baldes volumétricos de 5,0 mL,
completou-se com acido cloridrico 0,10 mol L.

A solugio estoque de enrofloxacino de 3,10 mol L™! foi preparada dissolvendo-
se aproximadamente 25 mg de enrofloxacino em baldo volumétrico de 25,0 mL,

utilizando-se solugio de 4cido cloridrico 0,0010 mol L.
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As solugdes de trabalho de enrofloxacino (7,4x107 a 7,4x107° mol L) foram
preparadas diluindo-se volumes da solug@o estoque em baldes volumétricos de 5,0 mL,
completou-se com 4cido cloridrico 1,0 mol L.

A solugio estoque de norfloxacino de 3,10 mol L™! foi preparada dissolvendo-se
aproximadamente 25 mg de norfloxacino em baldo volumétrico de 25,0 mL, utilizando-
se solucdo de acido cloridrico 1,0 mol L.

As solucdes de trabalho de norfloxacino (1,9%1077 a 3,1x10° mol L) foram
preparadas diluindo-se volumes da solugdo estoque em baldes volumétricos de 5,0 mL,
completou-se com 4cido cloridrico 0,0010 mol L.

A solucio de 4cido sulftirico (Vetec, 99%) 1,0 mol L™! foi preparada pipetando-se
53,8 mL do respectivo acido em baldao volumétrico de 1,0 L, completando-se com agua
destilada. Foram preparadas solug¢des nas concentragdes de: 0,001; 0,01; 0,10 e 1,0 mol
L! por dilui¢do seriada a partir da solu¢do estoque de 1,0 mol L'

A solugio de 4cido cloridrico (Vetec, 37%) 1,0 mol L' foi preparada pipetando-
se 53,8 mL do respectivo acido em baldo volumétrico de 1,0 L', completando-se com
agua destilada. Foram preparadas solucdes nas concentragdes de: 0,001; 0,01; 0,10e 1,0
mol L! por dilui¢do seriada a partir da solugdo estoque HCI 1,0 mol L.

A solucio estoque de nitrato de cério(IV) 1,8 x 107 mol L' foi preparada
dissolvendo-se 25 mg em baldo volumétrico de 25,0 mL, completou-se com solucdo de

acido sulfurico 1,0 mol L.

4.2.Procedimentos para a determinacido dos analitos por
espectrofluorimetria

Para a obteng¢ao dos valores dos comprimentos de onda de excitacdo e emissao do
cetoconazol e sulfanilamida, efetuou-se uma varredura espectral fixando-se o A de
excitacdo em 250 nm e monitorando-se a emissao entre 200 a 500 nm. Os espectros de
emissdo foram obtidos para solugdo de estoque de cetoconazol 1,90 x 107 mol L' em
acido sulfarico de 0,10 mol L', e sulfanilamida 5,8%10* mol L™! em acido cloridrico 0,10
mol L.

As fendas de emissao e de excitacdo, bem como os filtros foram estabelecidos de
modo a fornecer maior sinal analitico. As fendas de excitacdo ¢ de emissdo foram

selecionadas em diferente nm a tensao do tubo fotomultiplicador variou entre 450 ¢ 600V.
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4.3. Determinacio da linearidade

O estudo do intervalo da linearidade de trabalho foi determinado empregando-se
das condi¢des de concentragdo do meio reacional, A de excitacdo e emissdo maximos ja
otimizados. A faixa linear da curva analitica foi determinada considerando-se a regressao
linear, entre os valores de intensidade de emiss@o e concentracdo da solugdo padrdo, pelo
método dos minimos quadrados, a fim de definir o coeficiente de determinacdo (r),
adotando o parametro r > 0,99 como aquele que define a faixa linear (VELIKINAC et al,
2004).

Os residuos obtidos da curva analitica serdo avaliados estudando-se o grafico dos
residuos em fun¢ao da concentragdo do analito a partir dos dados das curvas analiticas.
Com os dados das curvas analiticas, calcula-se o desvio-padrdo da regressdo (sy), valor
este que devem ser inferiores a duas vezes o desvio padrdo da regressdo (2xsy) fato que
evidencia a auséncia de outliers ou anomalias (SILVA et al, 2011).

Avaliou-se significancia estatistica da equacdo de regressdo obtida na curva
analitica obtendo-se a ANOVA, para avaliar a existéncia da relacdo linear entre a
intensidade de fluorescéncia e a concentracdo. Verifica-se a existéncia da relagdo de
linearidade entre a intensidade da fluorescéncia estatisticamente significante (TRIOLA,

2005).

4.4. Estudo de recuperacio

Para avaliagcdo do estudo da recuperacdo, em relagdo a interferéncia da matriz de
amostra na determinacdo do analito. Diferentes aliquotas da referéncia do analito foram
adicionadas em solu¢des contendo 10% do volume da matriz avaliada. Os resultados
obtidos, descontados daqueles originalmente sem a adi¢do da solucdo de referéncia do

analito, foram comparados com a quantidade do analito adicionado na matriz ambiental.

4.5. Procedimento para  determinacdo dos  analitos por
espectrofluorimetria

Para a obten¢ao dos valores dos comprimentos de onda de excitagcdo e emissao do

cetoconazol e sulfanilamida, efetuou-se uma varredura espectral fixando-se o A de
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excitacdo em 250nm e monitorando-se a emissdo entre 200 a 500 nm. Os espectros de
emissdo foram obtidos para solugdo de estoque de cetoconazol 1,90 x 10~ mol L! em
acido sulfurico de 0,10 mol L', e sulfanilamida 5,8%10* mol L™ em acido cloridrico 0,10
mol L1,

As fendas de emissao e de excitacdo, bem como os filtros foram estabelecidos de
modo a fornecer maior sinal analitico. As fendas de excitagdo e de emissdo foram

selecionadas em diferente nm a tensdo do tubo fotomultiplicador variou entre 450 e 600V.
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PROCEDIMENTO ESPECTROFLUORIMETRICO PARA
DETERMINACAO DE CETOCONAZOL

5. Caracterizagdo espectroscopica do cetoconazol utilizando a matriz de
excitacdo-emissiao. Procedimento direto

A defini¢do do comprimento de onda a ser utilizado para a excitacdo e emissao do
cetoconazol (CTZ) foi obtida empregando-se uma solucido padrdo de cetoconazol na
concentragio de 1,90x10* mol L' em 4cido sulfurico 0,10 mol L', A matriz de excitagio-
emissdo (Figura 3), foi obtida empregando-se os valores dos espectros de emissdo que
variaram seu A de excitagdo de 200 a 500 nm, e de emissao entre 200 a 400 nm com
intervalos de 5 nm. Verificou-se na matriz obtida que o comprimento de onda de excitagao

maxima estd em Aex—= 265 nm, enquanto o de emissao maxima esta em A= 380 nm.
100 40,00
44,00
48,00
52,00

300
56,00

Excitagdo (nm)

60,00
64,00

68,00
70,00

200

300 400 500

Emissao (nm)

Figura 3. Matriz de excitagdo-emissdo de cetoconazol 1,90x10* mol L' em 4cido
sulfurico 0,10 mol L™!
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Na sequéncia, obteve-se um espectro de emissdo e excitacdo de cetoconazol
1,90x10* mol L' em 4cido sulfirico 0,10 mol L' (Figura 4), para verificar os
comprimentos de onda das transicdes nativas. Observou-se que fluorescéncia do
cetoconazol tem seu A de excitacdo e emissdo em 265 nm e 380 nm, respectivamente.
Verifica-se a simetria do espectro, que € resultado pelo fato das mesmas transi¢des estdo

envolvidas tanto no processo de absorc¢ao, quanto no de emissao.

700

600 -

500 -

400

300

Intensidade (u.a.)

200

100 -

I I
200 300 400 500

Comprimento de onda (nm)

Figura 4. Espectro de excitagdo (a) e emissio (b) de Cetoconazol 1,90x10 mol L' em
acido sulfurico 0,10 mol L.

5.1. Efeito da concentracdo do meio reacional na intensidade do sinal de

emissao

A fluorescéncia da substincia varia de acordo com o solvente empregado, sendo
os principais efeitos verificados € a constante dielétrica do solvente (€), associacio entre
solvente e soluto pela formagao de ligacdo de hidrogénio, supressio pelas moléculas do

solvente e a ioniza¢do das moléculas (WILLIAMS e BRIDGES, 1964).
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Avaliou-se o efeito da concentracdo e tipo de acido do meio sobre o sinal de
emissdo do cetoconazol em diferentes concentracdes de acidos (HCl e H2SO4). Foi
avaliado o efeito da concentragdo de H' sobre o sinal de emissdo de uma solugdo padrio
de cetoconazol 1,9x107, em concentragdes que de: 0,001 a 1,0 mol L! de 4cido sulfirico
e acido cloridrico. Os efeitos das concentracdes sobre as intensidades de fluorescéncia

nos espectros de emissdo sdo apresentados na Figura 5.

——HCI1 0,001 ——H,50,0,001
500 - ——HC10,01 ——1,50,0,01
(a) ;‘8 ‘1)’(1) (b) ——H,50,0,1
’ ——H SO, 1,0
2PV,

Intensidade (nm)

1 1 1 1
400 500 600 400 500 600
Acido Cloridrico Acido Sulftirico

Figura 5. Influéncia da concentracdo sobre a intensidade de emissdo de cetoconazol
1,9%10* mol L' (n=3). Aexcitacao=265 nm, (a) acido cloridrico, (b) 4cido sulfiirico.

Verificou-se nos espectros de cetoconazol (Figura 5) que diferentes concentragdes
de acido sulfurico e cloridrico ndo promoveram o deslocamento do A tanto para o aumento
do sinal (batocréomico) ou diminui¢do (hipsocréomico), permanecendo a emissao em 381
nm. Observou-se que a intensidade de emissdo sofreu supressdo com o aumento da
concentracdo. Tal efeito pode ser devido ao fato da protonagdo do farmaco devido ao
aumento da concentragdo no meio reacional o que torna o fluoréforo do cetoconazol
menos reativo. O 4cido sulfurico na concentracdo de 0,01 mol L™! demonstrou maior sinal

(Figura 6) de intensidade, selecionado para os experimentos seguintes.
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Figura 6. Efeito da concentragao dos acidos (H2SO4 e HCI) sobre intensidade de emissdo
de cetoconazol 1,9x10™* mol L', (n=3)

O cetoconazol ¢ uma base fraca e apresenta dois valores de pKa. A estrutura
quimica do cetoconazol (Figura 7) apresenta quatro nitrogénios na estrutura, sendo que
somente dois apresentam carater acido-base. Os nitrogénios “B” e “D” s@o neutros, pois
os pares de elétrons contribuem para a aromaticidade do anel imidazolico e ressonancia
como grupo carbonila adjacente, respectivamente. Provavelmente o nitrogénio “A” do
anel imidazodlico seja o nitrogénio mais basico da molécula, apresentando o maior valor
de pKa (6,5). O nitrogénio “C”, conjugado com o anel aromatico, apresenta o valor de
pKa menor (2,9), pois o par de elétrons estd em ressonancia, levando a uma diminui¢do

da sua disponibilidade para protonagdo (FOYE et al, 2002).
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Figura 7. Estrutura quimica do Cetoconazol. As letras (A-D) indicam os diferentes grupos
funcionais.

Verifica-se que a concentragio da espécie (BH»?") atinge seu ponto maximo em
meio acido, com o aumento do pH se verifica a diminui¢ao da concentragdo desta espécie
e 0 aumento da concentragdo da espécie (BH"), que atinge a concentragdo méxima em
cerca de pH 5. A presenca da espécie totalmente desprotonada (B) é verificada em
aproximadamente pH 8. Observa-se em relagdo ao diagrama de distribui¢ao das espécies

de equilibrio do cetoconazol (Figura 8) em funcao do pH (MIRJANA et al, 2005).

0.8+

0,64

0.4+

0,24

0.0

Figura 8. Distribui¢o das espécies de cetoconazol em solugdo aquosa em func¢io do pH.
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6. Parametros de  confiabilidade analitica do  procedimento
espectrofluorimétrico proposto para a determinacio de cetoconazol

6.1. Curva analitica do procedimento

Apds a otimizagdo da concentragdo do meio, determinacdo do A de excitacdo e
emissdo, foi realizada a construgo da curva analitica (Figura 9). A intensidade de emissao
de fluorescéncia de uma solugdo padrdo de cetoconazol monitorada em 380 nm (Aexcitacio
- 265 nm) apresentou relagdo linear com a concentragdo de cetoconazol na faixa entre
9,50x10° a 7,90x10 mol L', obtendo-se a partir desta a seguinte equacio de regressio
linear I= 3,09x10° (£ 4,0x10%)xCcrz + 13,56 (£ 2,9); onde I ¢ a intensidade de emissdo
(u.a) e Ccrz a concentragio de Cetoconazol em mol L™, com um coeficiente de correlagio

de regressao linear de 0,9995.

300 /,‘
g/ﬂm- f,’
() 7
he) s,
< 7’
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100 - -
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T T T T T
0 2x10°  4x10° 6x10” 8x10” 1x10™

Cetoconazol mol L-1

Figura 9. Curva analitica para determinagdo de cetoconazol empregando o procedimento
direto em 4cido sulfrico concentragio de 0,01 mol L™ (n=3). Aexcitacao= 265 NM € Aemissio=
380 nm.
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6.2. Analise dos residuos da curva analitica para o procedimento direto
de cetoconazol

Apds a obtencdo da equacdo de regressdo, avaliou-se o grafico de residuos em
func¢do da concentracdo de cetoconazol para verificar a significancia da regressao (SILVA

& COLLINS, 2011).

4
2 ] E .
X ]
& 0
-
-4 -
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0,0  20x10° 4,0x10° 6,0x10° 8,0x10° 1,0x10™

Cetoconazol mol L™

Figura 10. Gréfico dos residuos em func¢do da concentracido de cetoconazol obtidos da
curva analitica para determinag¢do de cetoconazol pelo procedimento direto em acido
sulfurico 0,01 mol L.

Realizou-se a analise de variancia dos dados da curva analitica para determinagao
de cetoconazol empregando o procedimento proposto. A ANOVA (Tabela 3) permite
avaliar a significancia da equagdo de regressao, verificando-se que o valor de F (5.909,68)
indica uma relagdo linear entre a intensidade de fluorescéncia e a concentragdo de
cetoconazol estatisticamente significante, onde o Fealculado € maior que o recomendado

Feritico(p=0,05)= 5,987 (TRIOLA, 2005).
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Tabela 3. Andlise de variancia da curva analitica para determinagdo de cetoconazol

Grau de Soma dos Quadrado F Significancia F
liberdad quadrados Médio
e
Regressiao 1 2,63 x10° 2,63 x10° 5.909 3,26x1071°
Residuo 6 267,99 44,66
Total 7 2,64 x10°

Um limite de detec¢do de 7,03x1077 mol L' e um limite de quantificacio de e
1,24x 10 mol L'! foram obtidos para a curva de cetoconazol para o procedimento direto

empregando 4cido sulftirico 0.01 mol L.

Tabela 4. Parametros de confiabilidade analitica do procedimento espectrofluorimétrico
proposto para determina¢do de Cetoconazol

Limite de Deteccdo (3xs) 7,03x107 mol L' ou 3,73x107 mg L
Limite de Quantificaciio (10xs) 1,24x10° mol L"!
Faixa Linear 9,5x10°a9,5%10° mol L™

s= desvio padrio da regressdo da curva analitica.

Foram obtidas curvas analiticas para a determina¢do de cetoconazol e as
sensibilidades e os coeficientes de correlagdio foram comparados (Tabela 5). As
inclinacdes das curvas analiticas demonstram sensibilidade adequada e um coeficiente de
variacao de 6,9%. Os coeficientes lineares apresentaram um coeficiente de variagdo de
1,8%. Estes resultados indicam a reprodutibilidade do procedimento nas condic¢des

avaliadas.
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Tabela 5. Equacdes das curvas analiticas e LD e LQ do procedimento proposto para a
determinagao de cetoconazol

Equacio da curva analitica LD LQ r

mol/L

1 I=3,09x10%= 1,48x10%) xCcrz+ 13,6 (£ 10,8)  2.82x10°  9,39x106 0,999
2 1=3,59x10% 1,63x10%) x Cerz+ 13,2 (£ 7.5) 1,59x10°  529x10°¢ 0,999
3 I=3,13x109(+ 1,37x10%) x Cerz+ 12,9 (£ 10,0)  2,59x10°  8,63x10° 0,999

CCTZ = Concentragio de cetoconazol em mol L™'; r=coeficiente de regressdo; LD: limite de detec¢iio; LQ:
limite de quantificac@io. IC = sXteitico; G.L=6; p=0,01; t=3,71.

Verifica-se na Tabela 5 uma diferenca significativa da sensibilidade da curva 2
comparada as outras duas a um nivel de confianga de 99%. Com relagdo aos coeficientes
lineares, ndo houve diferenca entre os valores obtidos nas curvas analiticas. O aumento

da sensibilidade ocasiona menores limites de deteccao e quantificacgao.

6.3. Recuperacio de cetoconazol em aguas empregando o procedimento
espectrofluorimétrico direto

A exatidao do procedimento proposto foi avaliada estudando a recuperagdo de
cetoconazol em matrizes de aguas. O teste de recuperagao de cetoconazol foi realizado
empregando as seguintes concentragdes: 1,9x107; 3,8x107; 5,7x10% e 7,5%10mol L™
em seguida foram adicionadas 10% das amostras da matriz de interesse e realizado o
procedimento. Foram avaliadas duas amostras de aguas: potavel e superficial (Tabela 6
e Tabela 7), na qual foi empregado o teste de hipotese para avaliar a exatiddo do

procedimento, demonstrando a recuperacdo média na faixa estudada.

Tabela 6. Recuperagcdo de cetoconazol em agua potavel empregando o procedimento
direto em 4cido sulftirico 0,01 mol L™!

Cetoconazol/ (mol/L)
Recuperag:z"lo (%) tealculado
Adicionado Encontrado
1,9x107 1,710 + 3,8x1077 93,0 0,093
3,8x107 3,9x107°+ 3,9x107 102
5,7x107° 5,9x107°+ 1,5x1077 103
7,5%107 7,6x107 + 3,6x107 102

média + desvio padrio; n=3; t (tabelado)= 3,182 (95%)
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Tabela 7. Recuperagdo de cetoconazol em dgua de superficie empregando o procedimento
direto em 4cido sulftirico 0,01 mol L*!

Cetoconazol/ (mol/L)

Recuperacio (%) tealculado
Adicionado Encontrado
1,9x107° 1,8x10°+4,1x107 95,3 0,216
3,8x107 3,9x10°+2,9x1077 103
5,7x107 5,210+ 8,3x107 102
7,5%107 7,6x10°+£2,2x107 101

média + desvio padrdo; n=3; t (tabelado)= 3,182 (95%)

Observou-se que os valores de recuperacdo para as aguas foram entre 93,0 a
103%. Podemos verificar que ndo existe influéncia da matriz em relacdo aos resultados,
jé que estdo dentro dos limites de 80 a 120% como descrito na literatura (GONZALEZ et
al, 1999; ANVISA 2003).

O procedimento proposto para quantificacdo de cetoconazol em 4guas
empregando espectrofluorimetria apresentou um intervalo de linearidade proximo ao da
literatura (SERESHTT et al, 2014) (Tabela 8). Os valores determinados para o limite de
deteccdo (LD) e quantificagdo (LQ) demonstram-se satisfatorios aos descrito na
literatura.

Comparando com os métodos oficiais, o procedimento proposto € simples,
realizado em matrizes sem a necessidade de tratamento de amostras, possui boa

sensibilidade e ndo necessita de equipamentos caros como os procedimentos oficiais.



Tabela 8. Comparagdo do método proposto para cetoconazol em relagdo a literatura.
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Técnica Amostra Linearidade LD LQ Recuperacio Referéncia
Proposto Agua 6,6 x10°a 7,9 x 10° mol L™ 0,15 pg/mL"! 88,7 ng/mL"! 90,92 4 137,42%
HPLC - UV  Agua salina 5,80 x 1022 5,80x 108 mol L' 0,0003 pg/mL"' 0,001 pg/mL"' 43,33 2 106,66 % SERESHTI et al, 2014
HPLC - FL Mel 12x101a58x 100 mol LT 0,001 pg/g’ 0,002 pg/g’ 63,4 2 66,8% MAUDENS et al, 2004
UV-Vis Comprimidos 1,2x10%a 1,2 x 107 mol L"! 700 pg/mL! NI 101 a 102% NI et al, 2006
HPLC Urina Humana 2,9 x 10°a 1,5 x 10° mol L*! 0,008 png/g’! 0,025 pg/g’! 90,65 4 95,30% KILINC et al, 2009
HPLC - FL Mel 5,8x 1015 25,8 x 10" mol L' 0,0002 pg/g™! NI NI MUHAMMAD SAIJID et al, 2013

HPLC- Cromatografia liquida de alta eficiéncia; HPLC-FL - Cromatografia liquida de alta eficiéncia, com detecc¢do por fluriométrica; NI - ndo informado pelo autor
do trabalho. UV-Vis- Absor¢do molecular; LQ - Limite de quantificagdo; LD - Limite de detecgio.

Limite de detecgdo.
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DESENVOLVIMENTO DE UM PROCEDIMENTO
ESPECTROFLUORIMETRICO PARA DETERMINACAO DE
CETOCONAZOL EMPREGANDO CERIO(VI) COMO AGENTE
OXIDANTE

7. Caracterizacio espectroscopica do Cetoconazol utilizando a matriz de
excitacao-emissio. Procedimento oxidativo.

O monitoramento do Cério(IV), como agente de oxidante, ¢ empregado na
intensidade de fluorescéncia para determinacdo de farmacos em matrizes ambientais. A
definicdo do comprimento de onda a ser utilizado para a excitacdo da solucdo de
cetoconazol e Cério(IV) foi realizada empregando-se da técnica de andlise de matriz de
excitacdo e emissdo. Para construcdo dos diagramas de superficie (Figura 11) foi tragado
o0 espectro de excitagdo por emissio variando-se o A de 200 a 500 nm, para ambos, com

um intervalo de 5 nm em relacdo ao monocromador.
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Figura 11. Matriz de excita¢iio e emissdo de cetoconazol 1,90x10 mol L' em Cério(IV)
7,2x10* em 4cido sulftrico 0,01 mol L*!
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Verificou-se que os espectros de fluorescéncia para a determinacdo do A de
excitacdo e emissdo para o cetoconazol demonstraram sinais maximos nas seguintes

I‘egl(N)eS Xexcitagﬁ(): 250 nmec Kemissﬁo: 360 nm.

7.1. Espectros de excitacio e emissdo de cetoconazol em Cério(IV)

Obteve-se o espectro de emissdo e excitagdo a partir de uma solucio padrdo do
Cetoconazol 1,9x10™* e Cério(IV) 7,2x10™* em 4cido sulfurico 0,1 mol L' (Figura 12). O
Cério(IV) demonstra fluorescéncia nativa com A maximo de excitacdo e emissao em Aex=

250 nm e Aem= 360 nm, respectivamente.

150

1204
<
2

2 90
[a~]
S
z

E 60

30

0_

T T
300 400 500

Comprimento de Onda/nm

Figura 12. Espectro de (a) excitagdo e (b) emissio de cetoconazol 1,9x10™* em Cério(IV)
7,2x10* mol L! em 4cido sulfarico 0,01 mol L.

O Cério(IV) tem sido utilizado como agente oxidante para a determinacio de
compostos com atividades farmacéuticas (KHASHABA, 2002), visando o
monitoramento da fluorescéncia de Cério(Ill) produzido a partir de sua reagdo de
oxidacao com cetoconazol. Neste trabalho, a intensidade de emissao do Cério(III) em 360
nm, quando excitado em 250 nm, devera ser proporcional a concetracdo de cetoconazol

presente na solugao.
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Figura 13. Matriz de excitaco e emissio de Cério(IV) 1,80x1073 em 4cido sulfuirico 0,01
mol Lt

A matriz de excitacdo e emissdo foi obtida utilizando solugao padrao de Cério(IV)
1,80%x10 em 4cido sulfurico 0,1 mol L. A matriz de excitagio-emissdo (Figura 13), foi
tracado empregando os valores de intensidade obtidos dos espectros de emissdo variando-
se 0 A de excitacdo entre 200 a 500 nm, com incrementos de 5 nm e emissao entre 200 a
400 nm com intervalos de 5 nm.

O espectro de fluorescéncia tridimensional (Figura 13) evidencia o comprimento
de onda maximo de excitagdo e emissdo em Aexcitagio—= 250 NM € Aemissio= 360 nm

respectivamente, conforme verificado na literatura (DARWISH et al, 2005)

7.2. Caracterizacio espectroscopica da solucio de Cério(IV)

Foram avaliados o efeito da concentragdo do acido sulfarico sobre os espectros de
emissdo e de excitagio de Cério(IV) 1,80x10* mol L' em 4cido sulfurico 0,1 mol L™,

verificou-se os comprimentos de onda de excitagdo e emissdo maximo do analito (Figura
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4).0 Cério(IV) demonstra fluorescéncia nativa tendo seu A maximo de excitagdo e

emissdo em 250 nm e 358 nm, respectivamente.

60

Intensidade (u.a.)

T T
300 400 500

Comprimento de onda (nm)

Figura 14. Espectro de excitacdo (a) e emissdo de solu¢do padrdo de Cério(IV) (b)
1,80x10* mol L' em 4cido sulftrico 0,01 mol L.

7.3. Efeito da concentracio de H2SO4 sobre a intensidade de emissao da
solucido padrao de Cério(IV)

Para avaliar a influéncia da concentracdo dos acidos no meio reacional em relagao
a intensidade de emissdo de Cério(IV) foi avaliado a seguinte faixa de concentracdo de
0,001 a 1,0 mol L' de 4cido sulfurico e cloridrico. Observou-se a auséncia de
deslocamentos no aumento do A (batocrémico) ou diminui¢do do A (hipsocromico) no

comprimento maximo de emissdo, o mesmo permanecendo em A 357 nm.
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Figura 15. Influéncia da concentragdo sobre intensidade de emissdo de Cério(IV)1,80
X 10-4 mOl/L (n:3), }\/excitagﬁo = 259 nm.

Avaliou-se em relagdo a intensidade de emissdo do Cério(IV) (Figura 6) que
houve supressdo nas concentracdes de 0,01 a 0,5 mol L™ tornando-se crescente para as
concentragdes de 1,0 a 5,0 mol L. Os resultados demonstraram a auséncia de diferenca
significativa entre as concentracdes de 1 a 5 mol L!, de tal forma que se utilizou a
concentragio de 1,0 mol L! para a realizacdo do trabalho, visando menor consumo de

solventes com potencial agressivo ao meio ambiente e reduzindo seus descartes.
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Figura 16. Efeito da concentracdo do acido sulfurico sobre intensidade de emissdo de
Cério(IV) 1,80x10* mol L! (n=3).

7.4. Parametros de confiabilidade analitica para a determinacio de
cetoconazol empregando o procedimento oxidativo

Ap0s otimizagdo das condi¢des experimentais, obteve-se a curva analitica para a
determinagdo de cetoconazol empregando o procedimento proposto oxidativo. A curva
apresentou uma linearidade entre a intensidade de emissdo e a concentragdo de
cetoconazol no intervalo de 3,80x10° a 3,00x10° mol L. A equag?o de regressao linear
da curva analitica obtida pode ser descrita pela equagio I= 1,68x10"xCcrz + 54,39; onde
I ¢ a intensidade de emissdo (u.a.) monitorada em 360 nm (Aexcitagio= 250 nm) e Ccrz a
concentragio de cetoconazol em mol L', com um coeficiente de correlagio de regressio

linear de 0,9952 (HORWITZ, 2006).
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Figura 17. Curva analitica para determinacao de cetoconazol empregando o procedimento
oxidativo em 4cido sulfurico 0,01 mol L (n = 3).

7.5. Analise dos residuos da curva analitica para o procedimento
oxidativo de cetoconazol

Os residuos obtidos da curva analitica foram avaliados estudando-se o grafico dos
residuos em fungao da concentragdo de cetoconazol a partir dos dados da curva analitica
para o procedimento oxidativo, como mostrado na Figura 18. Com os dados da curva
analitica, calculou-se o desvio-padrao da regressdo (sy=14,27). Verificou-se a auséncia de
outliers devido ao fato de que os residuos ndo forem superiores a duas vezes o desvio

padrio da regressdo (2xsy) (HORWITZ, 20006).
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Figura 18. Grafico dos residuos em fun¢do da concentracdo de cetoconazol pelo
procedimento oxidativo em 4cido sulfirico 0,01 mol L.

A significancia estatistica da equacgdo de regressdo linear da curva analitica foi
avaliada ao nivel de confianca 95%, conforme (Tabela 9). O resultado demonstra um
valor de F (623,39) elevado o que indica a existéncia da relag@o linear entre intensidade
de fluorescéncia e concentragdo do cetoconazol significativa, sendo o valor de Feaiculado

muito acima do Fertico (p=0,05) =5,987.

Tabela 9. Andlise de varidncia da curva analitica para a determinacdo de cetoconazol
empregando procedimento oxidativo

Grau de Soma dos Quadrado e e A .
liberdade  quadrados Médio K Significancia F
Regressao 1 6,32x10* 6,32 x10* 6234  2,71x107

Residuo 6 609,14 101,52

Total 7 6,38x10*
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Os limites de detec¢do e quantificagio obtidos foram de 2,14x107 mol L' e

7,14x107 mol L', respectivamente.

Tabela 10. Parametros de confiabilidade analitica do procedimento espectrofluorimétrico
proposto para determina¢ao de Cetoconazol empregando procedimento oxidativo

Limite de Deteccio (3xs) 2,14x107" mol L' ou 3,96x101 mg L!
Limite de Quantificaciao (10xs) 7,14x1077 mol L™!
Faixa Linear 3,8x10%2a3,0x10° mol L™

s= desvio padrio da regressdo da curva analitica.

A Tabela 11 apresenta as equacgdes obtidas para as curvas analiticas do
procedimento espectrofluorimétrico proposto para a determinacao de cetoconazol obtidas
em dias diferentes. Verifica-se um coeficiente de varia¢do na sensibilidade de 5,4%,

enquanto o coeficiente de variagcdo do coeficiente linear ¢ de 34%.

Tabela 11. Equagdes das curvas analiticas para determinag@o de cetoconazol empregando
procedimento oxidativo proposto

LD LQ
Cetoconazol/(mol/L)

Equacio da curva analitica

I= 1,681x107 (+1,64x10%)xCcrz + 54,39 (£20,8) 1,52x10°¢  5,06x10% 0,995
I=1,652x107 (£2,25%10%)*xCcrz + 132,27 (£56,1) 4,16x106  1,39x10° 0,991
1=1,485%107 (£2,18x10%)xCcrz+ 122,58 (£51,0) 420x10°  1,40x103 0,992

Ccrz = Concentragio de Cetoconazol em mol L!; r = coeficiente de regresséo;
IC= £ $Xtaritico; g.1.6; p=0,05, t=2,45;
LD: limite de detecgdo; LQ: limite de quantificagdo

7.6. Estudo da recuperacio de cetoconazol em aguas empregando o
procedimento oxidativo proposto

No ensaio de recuperacao (Rec.) do analito, foram empregadas trés concentragdes
de cetoconazol (7,6x10°%; 2,3x10% e 3,8x10° mol L!) adicionadas as amostras de agua
potavel, dgua de superficie e dgua de piscicultura e o cetoconazol foi determinado

empregando o procedimento proposto, conforme Tabela 12 e Tabela 13
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Tabela 12. Ensaios de recuperacdo para a determinagdo de Cetoconazol em dgua potavel
empregando procedimento oxidativo em 4cido sulfurico 0,01 mol L™!

Cetoconazol / mol L!

Adicionado Encontrado Recuperagio (%) {ealutado
7,6x10°¢ 8,3x10°£1,2x1077 109 0,45
2,3x107 2,4x107+9,6x10°® 105
3,8x107 3,5x107°£1,5x1077 92,7

média £ desvio padrdo; n=3; t (tabelado)= 4,303 (95%)

Tabela 13. Recuperagdo de cetoconazol em agua de superficie empregando procedimento
oxidativo em 4cido sulftrico 0,01 mol L™

Cetoconazol / mol L!

Adicionado Encontrado Recuperacio (%) tealculado
7,6x10° 9,7x10°+8,8%10® 128 0,93
2,3x107° 2,4x107°+2,8x1078 104
3,8x107 3,6%x107+8,8x1077 95,4

média + desvio padrdo; n=3; t (tabelado)= 4,303 (95%)

Tabela 14. Recuperacdo de cetoconazol em 4gua de piscicultura empregando
procedimento oxidativo em 4cido sulftrico 0,01 mol L.

Cetoconazol / mol L!

Adicionado Encontrado Recuperacio (%) tealculado
7,6x10° 8,3x107+4,5%x10°8 109 0,69
2,3x107° 2,5%107°+7,7x1078 108
3,8x107 3,6%x10°+2,4x107 93,5

média + desvio padrido; n=3; t (tabelado)= 4,303 (95%)

Os valores de recuperagdo para as amostras de aguas variaram de 93,7 a 128%.
Observou-se que ndo existe influéncia da matriz de amostra em relacdo aos resultados,
pois ndo houve interferéncia em relagdo aos valores da faixa de recuperacdo os quais deve
ser 80 a 120% (ANVISA 2003), os ensaios de recuperagdo das amostras de d4gua indicam
exatiddo adequada para determinagcdo do cetoconazol empregando o procedimento

proposto.
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Tabela 15. Comparagdo dos parametros de confiabilidade analitica entre os
procedimentos para determinacao de cetoconazol (procedimento direto e oxidativo)

Parametros Oxidativo Direto
LQ/ mol L 7,14 x 107 1,24 x 10
LD/ mol L"! 2,14 x 107 7,03 x 1077
Faixa linear/ mol L™ 3,80 x 10°a 3,00 x 107 9,50 x 10%a 7,90 x 10
Equagdo I= 1,68 x 10" x Cctz + 54,39 1= 3,09 x 10 x Cerz + 13,56
Recuperacio/% 92,7a 128 93,0 a 103

LQ: Limite de quantificagdo; LD: Limite de detecgdo; I: intensidade de emissdo; C: concentragdo do analito
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PROCEDIMENTO ESPECTROFLUORIMETRICO PARA
DETERMINACAO DE SULFANILAMIDA EM AMOSTRAS DE
AGUAS

8. Definicio do comprimento de onda de excitacio utilizando matriz de
excitacdo e emissio (MEE) para a sulfanilamida

A partir de uma solu¢io padrio de sulfanilamida 5,80x10* mol L' em 4cido
cloridrico 0,1 mol L obteve-se os comprimentos de onda de excitagio e emissio
empregando a técnica de fluorescéncia. Os espectros de fluorescéncia (Figura 19)
demonstraram A de excitagdo e emiss@o em A ex= 245 e L em= 345 nm, respectivamente,
assim como relatado na literatura (GIL et al, 2005). O espectro de emissdo e excitagdao
foram determinados variando-se o A de 200 a 500 nm, para ambos, com incrementos de

5 nm em relagdo a varredura do monocromador.

500 450,0
420,0
s 400
g £1390,0
=
§ 360,0
M 300
300,0
300 400 500

Emissdo (nm)

Figura 19. Matriz de excitagdo e emissdo de sulfanilamida 5,80x10™* mol L' em 4cido
cloridrico 0,1 mol L.
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8.1. Espectros de excitacio e emissdo de sulfanilamida

Obteve-se o espectro de excitacdo e emissdo da sulfanilamida 5,80x10™* mol L™!
em 4cido cloridrico 0,1 mol L' (Figura 20). Pode-se verificar que existe fluorescéncia

nativa com seu maximo de excitagdo em 255 nm e maximo de emissdo em 345 nm.
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Figura 20. Espectro de excitagdo (a) e emissdo (b) de solugdo padrido de sulfanilamida
5,80x10* mol L' em acido cloridrico 0,1 mol L.

8.2. Efeito da concentracao sobre a intensidade do sinal de emissio da
sulfanilamida empregando o procedimento espectrofluorimétrico
proposto

O efeito da concentracdo do meio reacional na solugdo afeta consideravelmente
os processos de absor¢do e emissdo dos fluoroforos. Neste sentido, verificou-se a
influéncia da concentracdo de acido e base em relagdo ao sinal analitico, de forma que
variasse a concentracio de 0,001 a 1,0 mol L' de 4acido acético, 4cido cloridrico e
hidréxido de sddio. Observa-se (Figura 6) que os sinais da sulfanilamida nio sofreram
deslocamentos em seus comprimentos de onda, aumento (batocromico) ou diminuigdo
(hipsocromico) nos espectros de emissdo, podendo assim alterar o valor maximo da

intensidade.
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Figura 21. Espectros de emissdo de solugio padrdo de sulfanilamida 1,2x10™* mol L

obtidos em diferentes concentragdes (n=3). A excitacdo = 245 nm.

Verificou-se maior do sinal de intensidade de emissdo para as concentracdes de

0,1 e 1,0 mol L"! para o 4cido acético e 0,01 e 0,1 mol L' do 4cido cloridrico e. No caso

da solucdo de hidroxido de sodio, observou-se um aumento da supressao em relacdo ao

sinal de intensidade de emissdao com o aumento da concentracdo do NaOH. Pode se

observar que conforme o aumento gradativo da concentracdo consequentemente sua

desprotonagdo, a solucdo de sulfanilamida perde sua capacidade de fluorescéncia

podendo ser causado presenca em maior concentragao dos ions OH™ os quais podem estar

suprimindo a fluorescéncia por efeito de filtro interno, assim como, sua espécie protonada

ndo tenha propriedades fluorescentes.
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Figura 22. Grafico de distribuicdo das espécies de Sulfanilamida (pKa 10,6).

Relacionando-se a intensidade do sinal analitico com as concentracdes dos meios
reacionais, verificou-se o aumento do sinal em relacdo a concentracio de H'. O 4cido
cloridrico na concentragdo de 0,1 mol L' apresentou maior intensidade em relagio 4cido

acético e o hidroxido de sodio, obtendo 20,5% e 33,7% respectivamente.
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Figura 23. Efeito da concentragdo sobre intensidade de emissdo de solugdo padrio de
sulfanilamida 1,2x10™* mol L!(n=3).
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8.3. Parametros de confiabilidade analitica para determinacio de
sulfanilamida empregando procedimento espectrofluorimétrico

Ap0s a otimizacdo dos paramentos quimicos como influéncia da concentragido do
meio reacional, sobre intensidade do analito e A de excitagdo maximo definidos. Utilizou-
se dos valores de intensidade de emissdo de diferentes concentracdes de sulfanilamida,
construiu-se a curva analitica que ¢ apresentada na Figura 8, cada ponto representa a

média de trés medidas experimentais (n = 3).
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Figura 24. Curva analitica para determinag@o de sulfanilamida empregando procedimento
proposto em 4cido cloridrico 0,1 mol L', (n = 3)

Observou-se que a curva analitica apresenta relagdo linear entre a intensidade de
emissdo e a concentracdo de sulfanilamida no intervalo de 6,60x10° a 7,90x107 mol L~
' E possivel descrever a equacio de regressdo: I= 2,68x10%(= 4,6x10*)xCsam + 4,14 (+
2,7); onde I ¢ a intensidade de emissdo (u.a) e Csam a concentragdo de Sulfanilamida em

mol L, com um coeficiente de correlacdo de regressio linear de 0,9991.
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8.4. Analise dos residuos da curva analitica para o procedimento de
sulfanilamida

O grafico de residuos em fun¢do da concentracio (Figura 9) foi obtido a partir da
regressdo obtida na curva analitica. A avaliag@o dos residuos em fungao da concentragao
permite detectar problemas no ajuste da curva como: desvios da linearidade e outlier.
Para ser considerar uma curva com bom ajuste a mesma deve demonstrar erros com
distribuicio uniforme, média zero e variancia constante (SILVA et al, 2011).

Observou-se que houve um desvio maximo de 10% no grafico dos residuos
referente a menor concentragdo da faixa linear e 5% para a concentragao intermediaria da
curva analitica, o que demonstrou que ndo existe desvios de linearidade para a curva

analitica de sulfanilamida proposta.
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-10 - [ |
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0,0 2,0x10° 4,0x10° 6,0x10° 8,0x10°

Sulfanilamida

Figura 25 Grafico dos residuos em fun¢do da concentragdo de sulfanilamida em &cido
cloridrico 0,1 mol L.



63

8.5. Determinacio dos parametros de confiabilidade analitica para
determinacio de sulfanilamida empregando procedimento
espectrofluorimétrico proposto

Avaliou-se significancia estatistica da equacdo de regressdo obtida na curva
analitica obtendo-se a ANOVA, para avaliar a existéncia da relagdo linear entre a
intensidade de fluorescéncia e a concentragio da sulfanilamida. Na ANOVA apresentada
na Tabela 16, verifica-se um valor de F de 4.264,30. Comparando o valor obtido com o
valor critico de F ao nivel de confianga de 95% ¢ de 5,987, verifica-se a existéncia da
relac@o de linearidade entre a intensidade da fluorescéncia estatisticamente significante

(TRIOLA, 2005).

Tabela 16. Andlise de variancia da curva analitica para determinag@o de sulfanilamida
empregando o procedimento espectrofluorimétrico

Grau de Soma dos Quadrado F Significancia F
liberdade quadrados Médio
Regressio 1 7,91 x10* 7,91 x10*  4.264 8,67x107'°
Residuo 6 111,31 18,55
Total 7 7,92 x10*

O limite de detec¢iio e quantificagio calculados foram de 8,90x107'° mol L' e

5,15x107 mol L', respectivamente e sdo apresentados na Tabela 17.

Tabela 17. Parametros de confiabilidade analitica do procedimento espectrofluorimétrico
proposto para determinacao de sulfanilamida

Limite de Deteccdo (3xs) 8,90x107 mol L'! ou 1,54x10" mg L' 3,0x10°
Limite de Quantificaciio (10xs) 5,15x107 mol L! 1,0x107°
Faixa Linear 6,6x10%a 7,9x10”° mol L"!

s= desvio padrdo da regressdo da curva analitica.
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Para avaliagdo da robustez do procedimento, obteve-se as equagdes das curvas
analiticas e os coeficientes de correlacdo. Respeitando-se um intervalo de 24 horas de sete
a trinta dias entre as andlises para constru¢do das curvas analiticas, com o objetivo de
avaliar as inclina¢des das regressdes lineares entre os dias.

As inclinagdes avaliadas demonstraram alta sensibilidade do procedimento
desenvolvido. Observou-se que os valores para os coeficientes de variagdo das
inclinacdes foram menores que 10% (n=3). Verifica-se um coeficiente de regressdao
adequada dentro da faixa de dos coeficientes de regressdo os quais devem ser maiores

que 0,99 (ANVISA 2003). O limite de deteccdo encontrado foi de 2,65%10° mol L.

Tabela 18. Equagdes das curvas analiticas para determinagdo de sulfanilamida
empregando procedimento espectrofluorimétrico proposto.

Limite de detec¢ao/

Equacao da curva analitica mol/L r
= 4,48x10° (£ 2,86x10°)xCsam + 10,0 (£ 13,6) 3,71x10°® 0,998
= 4,16x10°8 (= 1,34x10%)*xCsam + 7,50 (£ 5.,9) 3,31x10° 0,999
I=3,71x10° ( 3,64x10°)xCsam + 9,60 (£ 15,2) 1,15%x107 0,997
I=3,64x10°8 (£ 3,71x10%)xCsam + 10,1 (£ 16,7) 2,41x10° 0,996

Csam = Concentragdo de Sulfanilamida em mol L!; r=coeficiente de regressao;
IC= £ SXtgritico; 2.1.=6; p=0,01, t=3,71;
LD: limite de deteccdo; LQ: limite de quantificacio.

8.6. Estudo da recuperacao de sulfanilamida em amostras de agua

O procedimento para o teste de recuperagdo, procedeu-se com as seguintes
concentragdes: 6,6x10°%; 7,5x107; 8,3x10° € 9,30x10°mol L™ de sulfanilamida, as quais
foram adicionadas a 10% das amostras das matrizes ambientais: dguas de potavel e
subterranea, as amostras ndo passaram por nenhum processo de tratamento além da

filtragem para retirada de material particulado.
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Tabela 19. Ensaios de recuperagdo para a determinagdo de sulfanilamida em agua de
subterranea, acido cloridrico 0,1 mol L.

Adicionado Encontrado ®
Recuperagdo / % tealculado
Sulfanilamida / mol L*!
6,6x10° 8,32x10%(£1,9x107) 126 10,29
7,5%10° 1,03x1073(£3,6x107%) 137
8,3x10°° 1,12x103(£1,6x107) 134
9,3x10® 1,19x105(x1,2x107) 128

@media + desvio padrdo; n=3; t (tabelado)= 4,30 (95%)

Tabela 20. Ensaios de recuperagao para a determinagao de sulfanilamida em dgua potavel,
acido cloridrico 0,1 mol L.

Adicionado Encontrado® Recuperacio (%) tealculado

Sulfanilamida / mol L!

6,6x10° 6,0<10°5(=1,9x107) 91,2 2,94
7,5%10° 7,0x10°5(+9,3x10°%) 94,3
8,3x10° 8,2x10°5(+1,9x107) 98,5
9,3x10° 8,0x107°(1,5x107) 95,5

@media + desvio padrio; n=3; t (tabelado)= 4,30 (95%)

Tabela 21. Ensaios de recuperacgao para a determinagao de sulfanilamida em 4gua potavel,
acido cloridrico 0,1 mol L.

Adicionado Encontrado® Recuperacio/% tealculado

Sulfanilamida / mol L!

6,6x107° 6,0x1070(+8,6x10°%) 90,9 -0,37736
7,5%107° 7,2x10°%(£7,4x10°®) 96,0
8,3x10°° 8,4x10°%(x7,6x107%) 101
9,3x10° 9,9%x10°%(+1,0x107) 106

@média + desvio padrio; n=3; t (tabelado)= 3,182 (95%)

Os valores obtidos para o teste de recuperacdo das aguas variaram entre 128 a
137%. Verificou-se que pode haver influéncia da matriz da amostra sobre os resultados

devido ao alto valor de 137% para a amostra de agua subterranea acima da faixa
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estabelecida que deve ser entre 80 a 120% (ANVISA 2003). Com exce¢do da agua
subterranea a qual demonstrou valores acima de 120% para a recuperagdo o que pode
estar relacionado com a grande quantidade de metais presentes na dgua, como exemplo
aluminio, o que pode ter causado a interferéncia nos resultados de fluorescéncia, os
ensaios de recuperagdo indicam uma boa exatiddo do método proposto

O método proposto empregando a espectrofluorimetria para quantificacdo de
sulfanilamida em matrizes de 4guas, demonstrou um intervalo de linearidade maior que
os descritos na literatura (FRAIHAT & BAHGAT, 2014) (Tabela 7). Os valores
calculados para o limite de deteccdo (LD) e quantificagdo (LQ) demonstram ser
melhores/menores que o descrito na literatura (CHITESCU et al, 2015) as quais

empregam técnicas de elevado custo em relacdo ao método desenvolvido.



Tabela 22. Comparagido do método proposto para sulfanilamida em relagio a literatura.
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Técnica Amostra Linearidade LD LQ Recuperacio Referéncia

Proposto Aguas 9,5x10° 2 9,5%10”° mol L™! 114 pg/mL! 379 pg/mL™! 93.03 a 103,71%

UV-Vis Féarmacos 9,4x1012? 2 6,6x107! 2,3 pg/mL™! 6,9 ug/mL"! 97 a 98 % FRAIHAT & BAHGAT, 2014
VC-VPD Cosmético 1,0x 10° a 8,0x10° mol L™! 56,0 ug/mL"! 187 pg/mL™! 99 a2 100,2% EL RIES et al, 2013

UV-Vis Comprimidos 4,1x107"% 2 3,2x10""2 mol L! 0,13 pg/mL-! 0.17 ug/mL"! 97.77 2 99.89% RANEA & PADMAIJA, 2012

VC Creme e Comprimidos ~ 4.97x107 a 4.30x10° mol L™! 64 pg/mL! 201,9 pg/mL! 90.84 a 104,9 % DANTAS et al, 2010
HPLC Agua NI 0,00050 pg/mL"! 0,0010 pg/mL-! 88.1% VAN DE STEENE & LAMBERT, 2010

U-HPLC Agua de superficie 0a9,4x10"" mol L 0,50 pg/mL"! 1,0 pg/mL! 87% CHITESCU et al, 2015

HPLC- Cromatografia liquida de alta eficiéncia; U-HPLC -Ultra Cromatografia liquida de alta eficiéncia; VC -Voltametria ciclica; VC-VPD —Voltametria Ciclica -
Voltametria por pulso diferencial; UV-Vis - Absor¢ao molecular; NI - Nao informado pelo autor; LQ - Limite de quantificagdo; LD - Limite de detecg@o.
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PROCEDIMENTO ESPECTROFLUORIMETRICO PARA
DETERMINACAO DE ENROFLOXACINO EM AMOSTRAS DE
AGUAS

9. Caracterizacio espectroscopica da soluciio do enrofloxacino

Para a selecdo dos comprimentos de onda de excitagdo e emissdo foi obtido um
espectro de fluorescéncia tridimensional de uma solugdo padrdo de enrofloxacino
3,10x107 mol L' em solugio de acido acético 1% v/v. Os espectros de fluorescéncia
demonstram o comprimento de onda maximo de excitagdo em 370 nm e um comprimento

de onda de maxima emissdo em 448 nm.

600

500

300

Excitagdo (nm)

300,0

200,0

100,0

200

0,000

300 400 500 600 70

Emissao (nm)

Figura 26. Matriz de excitagiio e emissio de solugdo padrio de enrofloxacino 3,10x10*
mol L'! em solucdo de 4cido acético 1% v/v.
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9.1. Efeito da composicao do meio sobre a emissio do enrofloxacino
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Figura 28 Curva analitica para determina¢do do enrofloxacino empregando o
procedimento espectrofluorimétrico proposto em 4cido cloridrico 0,001 mol L (n = 3).
}\rexcitac;aio:370 nm, Aemissaic—448 nm.

9.3. Analise dos residuos em funcio da concentracdo da curva analitica
para o procedimento para a determinacio de enrofloxacino

O grafico dos residuos em fun¢do da concentragdo permite verificar a existéncia
de anormalidades deixadas pela equacdo de regressdo da curva analitica. A distribuicio
dos residuos deve ser aleatdria, possibilitando verificar a existéncia de anormalidade.
Observa-se na Figura 29, que os residuos obtidos em fun¢do da concentra¢do nao sdo
maiores que o desvio padrdo da equagdo de regressao (s,=3,5020) (SILVA & COLLINS,
2011).
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Figura 29 Grafico dos residuos em funcdo da concentracdo de enrofloxacino da curva
analitica em acido cloridrico 0,001 mol L.

9.4. Determinacdo dos parametros de confiabilidade analitica para
determinacio do enrofloxacino empregando o procedimento
espectrofluorimétrico

Os dados obtidos da curva analitica do procedimento proposto para a
determinagdo de enrofloxacino foram submetidos a analise de variancia. A ANOVA,
apresentada na Tabela 22 permite avaliar a significancia estatistica da regressdo. A curva
analitica obtida apresentou F de 23.615,28 indicando a equagdo de regressdo da curva
analitica ¢ estatisticamente significativa ao nivel de confianca de 95%, pois 0 F critico € de

5,976 (p=0,05) (TRIOLA, 2006).
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Tabela 23. Andlise de variancia da curva analitica para determinagdo do enrofloxacino
empregando o procedimento espectrofluorimétrico proposto

ANOVA Grau de liberdade Soma dos Quadrado F Prob>F
quadrados Médio
Regressio 1 1,46 x10° 1,46 x10° 2361528 5,12x107"2
Residuo 6 37,08 6,18
Total 7 1,46 x10°

O limite de deteccio e quantificacdo calculados (Tabela 23) foram de 7,03x107

mol L' e 1,24x10°° mol L', respectivamente.

Tabela 24. Parametros de confiabilidade analitica do procedimento espectrofluorimétrico
proposto para determinac¢do do enrofloxacino

Faixa linear 7,40x107 a 3,70x107 mol L™!
Limite de detec¢io (3xs) 7,03x107 mol L*!
Limite de quantificacio (10xs) 1,24x10° mol L'!

s= desvio padrao da regressdo da curva analitica.
Foram obtidas curvas analiticas em diferentes dias e as equagdes foram
comparadas (Tabela 24). Verificou-se um coeficiente de variacdo da sensibilidade de

10,9% e dos coeficientes lineares de 34%.

Tabela 25. Equagdes das curvas analiticas para determinagdo do enrofloxacino
empregando procedimento espectrofluorimétrico proposto

LD LQ
Equacio da Curva Analitica r
mol/L

I=3,97x10%= 9,28x10%)XCenro + 0,23 (£ 0,27) 5,50x10°  1,80x107 0,999
I= 3,62x10%= 1,04%10°)XCenro + 0,48 (£ 0,36) 8,0x10® 2,7%107 0,999

I=3,23x10%= 8,16x10%)XCenro + 0,37 (£ 0,17) 4,40x107® 1,5x107 0,999

Cenro = Concentragdo de enrofloxacino em mol L!; r=coeficiente de regressao;
IC= £ SXtgritico; 8.1.=6; p=0,01, t=3,71;
LD: limite de detecgdo; LQ: limite de quantificagéo.
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9.5. Estudo da recuperacio do enrofloxacino em aguas

A exatiddo do procedimento espectrofluorimétrico proposto para a determinagdo
de enrofloxacino foi avaliada em diferentes matrizes de amostras: 4gua de superficie, dgua
de potavel. Procedeu-se o teste de recuperacdo adicionando-se aliquotas de solugdo
padrio de enrofloxacino nas amostras nas concentragdes de 1,24x10°; 2,07x10° e
4,14x10°° mol L"! juntamente com 10% v/v das amostras de d4gua de potavel e subterranea.
Os resultados obtidos, descontados daqueles originalmente sem a adi¢cdo da solugdo de
referéncia, foram comparados.

Foram avaliadas trés amostras, das quais duas eram aguas potaveis (tabela 20) e

uma subterranea (tabela 21).

Tabela 26. Ensaios de recuperacdo para a determinagdo do enrofloxacino em agua de
superficie, em 4cido cloridrico 0,001 mol L.

Adicionado Encontrado ®
Recuperacio (%) tealculado
Norfloxacino / mol L!
1,24x107¢ 1,86x10° 98,3 -1,09
2,07x10° 2,91x10° 93,9
4,14><10'6 6,24><10'6 101

@ Media + desvio padriio, n=3. teitico (90 %)=2,92.

Tabela 27. Ensaios de recuperagdo para a determinacdo do enrofloxacino em agua de
potavel, em 4cido cloridrico 0,001 mol L.

Adicionado Encontrado ®
Recuperacio (%) tealculado
Norfloxacino / mol L!
1,24x107¢ 2,06x10°¢ 166 9,12
2,07><10'6 3,88><10'6 187
4,14><10'6 8,16x10°¢ 197

@Média + desvio padrio, n=3. teritico 90 %)=2,92.
Observou-se que os valores de recuperagdo para as dguas foram entre 93,3 a
101%. Podemos verificar que ndo existe influéncia da matriz em relacdo aos resultados,

jé& que estdo dentro dos limites de 80 a 120% como descrito na literatura (ANVISA 2003).



Tabela 28. Procedimentos descritos na literatura para a determinagao de enrofloxacino

Técnica Amostra Linearidade LD LQ Recuperacio (%) Referéncia
Proposto Agua 7,40x107 a 3,70x10™ mol/L™! 19,5 pg/L! 64,7 ug/L! 93,3-101
HPLC Agua 20,0-500 pg/L! 0,27 pg/L"! NI 84,0-119 LUACES et al, 2013
HPLC Leite 10,0-50,0 pg/L! 2,28 ng/L! 7,62ug/L! 95,9 -99,7 PINERO et al, 2013
ELISA Frango NI 0,02 pg/L! 0,14pg/L"! 81,0-115 WANG et al, 2014
HPLC Mel 0,02-0,20mg/kg 8,0 pg/L! 20,0pg/L! 82,1-110 TAYEB et al, 2016
CLEIA Leite 0,35-1,0 ng/ml 0,00005 pg/L"! NI 92,4 -105 YU et al, 2014
Quimiluminescéncia Leite 6,43-90,0ng/ml 0,0026 pg/L! 0,0242 pg/L! 89,2 - 108 Nl et al, 2014

HPLC- Cromatografia liquida de alta eficiéncia; NI - Nao informado pelo autor; LQ - Limite de quantificagdo; LD - Limite de detecgdo.
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DESENVOLVIMENTO DE UM PROCEDIMENTO
ESPECTROFLUORIMETRICO PARA DETERMINACAO DE
NORFLOXACINO EM AMOSTRAS DE AGUAS

10. Caracterizacio espectroscopica de solucio de norfloxacino

Empregou-se uma solucio de norfloxacino 3,10x10 mol L™! em solugo de 4cido
acético, 1%, para a determinacido dos comprimentos de onda de excita¢do e de emissdo
maxima. Os espectros de fluorescéncia do norfloxacino (Figura 30) evidenciam como A

maximo de excitagao ao redor de 370 nm e de emissdo em 446 nm.
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Figura 30. Matriz de excitagio e emissdo do norfloxacino 3,10x10* mol L!

10.1. Efeito da composicio do meio na emissio do norfloxacino

A influéncia da concentragdo do meio reacional sobre a intensidade do sinal
espectrofluorimétrico do Norfloxacino foi investigada em diferentes concentragdes de

acido e base. A relagdo entre sinal de intensidade maxima vs. Concentracdo do meio
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reacional ¢ mostrado nas Figura 31. O efeito da concentracdo sobre a intensidade de
emissdo foi avaliado em solugdes de acido cloridrico, acido sulftrico e hidroxido de
sodio, cuja concentragdo foi ajustada para valores compreendidos entre 0,001 e 1,0.
Observou-se nos graficos de intensidade maxima vs. Concentragdo do meio
reacional, que com o aumento da concentracdo do hidréxido de sodio o sinal foi
completamente suprimido em relag@o a fluorescéncia, isto pode ser explicado pela alta
concentracdo de OH™ presentes na solugdo, que podem acarretar um efeito chamado de
“filtro interno”, impedindo que a luz da fluorescéncia da molécula chegue ao detector. Os
sinais em relacdo ao 4cido sulfurico e cloridrico também sofrem supressdo do sinal com
a diminuicdo da concentracdo do meio reacional. A solugdo de acido cloridrico foi a que
demonstrou melhores resultados em relagdo a intensidade dos analitos, destacando-se a

concentracio de 0,001 mol L! o qual foi utilizado para a realizagio do procedimento.

600 -

%
500

400

300

Intensidade (u.a.)

200

100 -~

Sl \

1 1 1
0001 001 0,1 1.0 0001001 01 1,0
H,80, mol L HClmol L" NaOH mol L

Figura 31. Efeito da concentragdo de H>SO4, HCl € NaOH na intensidade de emissdo do
Norfloxacino.
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10.2. Parametros de confianca analitica do procedimento
espectrofluorimétrico para a determinac¢ao do norfloxacino

Sob as condi¢des de concentragdo do meio reacional, A maximo de excitacdo
otimizados, obteve-se a curva analitica, com relacdo linear entre intensidade de emissao
e a concentragio de norfloxacino no intervalo de 1,90x107 a 3,10x10° mol L. A curva
analitica pode ser descrita pela equagio de regressio linear: I= 4,56x10%(£5,18%10*)XCror
+ 0,23 (£0,11); onde I ¢ a intensidade de emissdo (u.a) (Aexcitacio= 370 NM, Aemissao= 446
nm) e Cuor a concentragio de norfloxacino em mol L™, com um coeficiente de correlagio

de regressao linear de 0,9998
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Figura 32. Curva analitica para determinacao do norfloxacino empregando procedimento
espectrofluorimétrico proposto em 4cido cloridrico 0,001 mol L! (n = 3), Aexcitagio= 370
l’lm, }\.e]nissﬁo: 446 nm.

10.3. Analise dos residuos em funcio da concentracao do analito na
curva analitica para o a determinacio de norfloxacino

Avaliou-se a os residuos em fungdo da concentracdo obtidos com a equagdo de

regressdo da curva analitica obtida empregando o procedimento espectrofluorimétrico
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proposto. O grafico de residuos permite identificar out/ier durante a constru¢do da curva
da norfloxacino. Como mostrado na Figura 33, ndo se verifica outlier, pois nenhum dos
pontos apresentaram residuos maior que 2 vezes o valor do desvio padrio da linha de

regressdo obtida na curva analitica (s,=8,266).
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Figura 33. Grafico de residuos em fungdo da concentracdo do norfloxacino em acido
cloridrico 0,001 mol L.

10.4. Determinacao dos parametros de confiabilidade analitica para
determinacido de norfloxacino empregando o procedimento
espectrofluorimétrico proposto

Avaliou-se a significancia estatistica da equacdo de regressdo obtida da curva
analitica do procedimento espectrofluorimétrico para a determinagao de norfloxacino. A
ANOVA obtida, apresentada na Tabela 28 apresenta o valor de F de 17.974 maior que o
Feritico de 5,976 ao nivel de confianca de 95%. Isto indica que a equagdo de regressdo da

curva ¢ estatisticamente significante para a determinacdo do analito (TRIOLA, 2006).
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Tabela 29. Analise de variancia da curva analitica para determina¢do do norfloxacino
empregando o procedimento proposto

Grau de Soma dos Quadrado F Significancia F
liberdade quadrados Médio
Regressio 1 3,77 x10° 3,77 x10°  17.974 1,16x107!!
Residuo 6 37,08 21,02
Total 7 3,77 x10°

O limite de detecgdo obtido foi de 7,03x107 mol L. O limite de quantificagdo foi
de 1,24x10° mol L' (Tabela 29).

Tabela 30. Parametros de confiabilidade analitica do procedimento espectrofluorimétrico
proposto para determina¢ido do norfloxacino

Faixa Linear 1,90x107 a 3,10x10™ mol L™
Limite de Deteccdo (3%s) 7,03x107" mol L™!
Limite de Quantificaciio (10xs) 1,24x10°° mol L*!

s= desvio padrio da regressdo da curva analitica.

Obtiveram-se as equacdes das curvas analiticas para a norfloxacino e os
coeficientes de correlacdo (Tabela 30). As inclinacdes das curvas analiticas demonstram
boa sensibilidade ao procedimento. Verifica-se que existe linearidade pelos resultados
dos coeficientes de regressao maiores que 0,99 (ANVISA 2003). Avaliou-se possiveis
interferentes em relagdo as regressdes lineares empregando a realizagdo de novas curvas
respeitando-se um intervalo de 24 horas, sete a trinta dias entre as analises para constru¢ao
das curvas analiticas. O coeficiente de variagdo entre as sensibilidades das curvas
analiticas foi de 15%, enquanto o coeficiente de variagdo dos coeficientes lineares foi de

30%.
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Tabela 31. Equacdes das curvas analiticas para determinacdo do norfloxacino
empregando o procedimento proposto

LD LQ r
Equacio da curva analitica
mol/L
I= 4,53x10%(£1,22x10°)XCnort 0,59(£0,48) 8,61x1078 2,87x107 0,9998
I= 3,87x10%(£1,08x10°)XCnort 0,68(20,63) 1,32x107 4,39x107 0,9997
I= 3,11x10%=£1,00%107) X Cport 0,44(£1,00) 2,60x107 8,68x107 0,9998

I=intensidade de emissdo u.a.; Cnor: concentracdo de norfloxacino em mol L.

10.5. Estudo da recuperacio do norfloxacino em aguas empregando
o procedimento espectrofluorimétrico proposto

Observou-se a exatiddo do procedimento para determinacdo de norfloxacino
matrizes ambientais ¢ de origem animal empregando-se do estudo de recuperagdo.
Procedeu-se o teste de recuperacio, empregando as seguintes concentragdes do analito:
1,90x10®; 3,10x10° e 6,20x10° mol L'}, as quais foram adicionadas a 10% de amostras
(v/v) e analisadas pelo procedimento desenvolvido. Foram analisadas trés amostras: agua

de superficie e agua potavel. (Tabela 26, 27 e 28).

Tabela 32. Ensaios de recupera¢dao para a determinacdo do norfloxacino em agua de
superficie em 4cido cloridrico 0,001 mol L.

Adicionado Encontrado®
Recuperacao/% tealculado
Norfloxacino / mol L!
1,90><10'6 1,87><10'6ﬂ:3,1><10'8 98,3 -1,09
3,10><10'6 2,91><10'6ﬂ:3,6><10'8 93,9
6,2()><10'6 6,24><10'6 :l:4,8><1()'8 101

(a)Média + desvio padrdo. n=3. teitico 95%)=4,30.
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Tabela 33. Estudo de recuperagdo para a determinag¢do do norfloxacino em agua de
potavel em 4cido cloridrico 0,001 mol L.

Adicionado Encontrado®
Recuperacio/% tealculado
Norfloxacino / mol L!
1,9()><10'6 2,00><10'6 ﬂ:4,6><10'8 105 4,75
3,10><10'6 3,26><10'6ﬂ:2,6><10'8 105
6,20x% 10 6,74x10°+5,6x10® 109

(a)Média + desvio padrdo. n=3. teitico (95%)=4,30.

Observou-se que os valores de recuperagdo para as aguas foram entre 93,91 a
108,7%. Podemos verificar que ndo existe influéncia da matriz em relagdo aos resultados,
J& que estio dentro dos limites de 80 a 120%.

Os procedimentos propostos (Tabela 34) para a detec¢do dos antibidticos
enrofloxacino e norfloxacino demonstram resultados muito proximos entre si, tais
resultados podem ser caracterizados devido a grande semelhanga estrutural destes dois
compostos 0s quais sdo pertencentes a classe das fluorquinolonas de segunda geracdo, o
norfloxacino teve um resultado melhor em relacdo ao limite de deteccdo quanto ao
enrofloxacino j4 as faixas de recuperacdo para ambos estdo dentro dos limites permitidos

pela literatura.

Tabela 34. Comparagdo para os procedimentos propostos entre os antibidticos
enrofloxacino e norfloxacino

Parametros Enrofloxacino Norfloxacino
Limite de quantificacfio 1,80 x 107 mol L™! 2,87 x 107 mol L™!
Limite de deteccio 5,40 x 10 mol L™! 8,61 x 10 mol L™!
Faixa linear 7,40x107 a 3,70 x 10° mol L*! 1,90x107 a 3,10 x 10° mol L™!
Equacio da curva I=3,97 x 10°(£2,5x10%) x Cenro+ 0,23 I=4,53 x 10%(£3,3x10%) x Cnor + 0,59 (£0,13)
analitica (£0,072)
Recuperacio 93,3a101% 93,9 a108%

I: intensidade de emissdo; C: concentragdo em mol/L™.



Tabela 37. Procedimentos descritos na literatura para a determinacdo de Norfloxacino.

Técnica Amostra Linearidade LD LQ Recuperacio Referéncia
Proposta Agua 1,9x107a 3,10x107° mol/L™! 27,5 ug/Lt 92,0 pg/L! 93,9-108
ELISE Agua 0,1-10pg/L! 2,30 ng/L! NI 70-105 CUI et al, 2011
Fluorescéncia Leite 1,68x10° — 5,64x10° mol/L"! 2,42 png/L! NI 97,6-101,8 Yletal, 2011
Voltametria Urina 0,1-100 pmol/L"! 15,6 pg/L! NI 97,2-103,8 HUANG et al, 2008
Voltametria Urina 0,5%10— 50x107 90,4 pg/L! NI 98,6-102,17 GOYAL et al, 2012
Quimiluminescéncia  Soro e Urina 1,34x10% -5,44x10° 0,003 pg/L! NI 90-104 SUN et al, 2009
UV-vis Agua 0,20-5,0 mg/mL"! 120 pg/L! 450 pg/L! NI PRASERTOOYAI et al, 2015
Voltametria Urina 1,10x107 — 8,0x10%° 14,7 pg/L! 31,2 ug/L! 102-130 SILVA et al, 2015
Eletroluminescéncia Urina 1,0x10° — 4,0x107 0,22 pg/L! NI 98-101 ZHU et al, 2014

UV-Vis - Absorc¢do molecular; NI - Nao informado pelo autor; LQ - Limite de quantificagdo; LD - Limite de detec¢ao.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os procedimentos espectrofluorimétrico propostos para determinagdo destas
substancias com atividade bioldgicas sdo simples, rapidos, baratos e ndo necessitam de

analistas especializados.

Os parametros de confiabilidade analitica s3o compardveis com aqueles
procedimentos descritos na literatura. Uma diminui¢do no limite de deteccdo e
quantificagdo podem ser alcangados pelo emprego de um preparo de amostra, como

extra¢dao em fase solida.

Os procedimentos propostos sdo uma alternativa na determinacido destas
substancias, quando nao ha a necessidade de determinagdo sequencial dos analito, como

ocorre em procedimentos cromatograficos.
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