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MATHEMATICAL PROCESSING COMPARISON OF VOLTAMMETRIC DATA: APPLICATION WITH THE SIMULTANEOUS
DETERMINATION OF FLUOROQUINOLONES. This paper describes a comparative study between the procedures of deconvolution
and the second-order derivative of square wave voltammograms to achieve separation of the voltammetric peaks of levofloxacin

(LEVO) and norfloxacin (NOR), for their simultaneous quantification in urine samples. The obtained results indicate that the use
of second-derivative voltammograms coupled with carbon screen-printed electrodes is the most efficient approach for completely
separating the voltammetric peaks of LEVO and NOR. In addition, this approach has produced detection limits lower than 1.0 pmol
L' and a wide linear range for both drugs. The proposed method was successfully used to simultaneously determine LEVO and NOR
in spiked human and bovine urine samples with recovery percentages close to 100% for all analyzed samples.
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INTRODUCAO

A busca por agentes antibacterianos mais eficazes e de amplo
espectro de acdo tem impulsionado a sintese de uma grande variedade
de compostos com atividade antimicrobiana.'** Esta busca produziu,
ao longo das tltimas décadas, um notdvel avango nas pesquisas e
nos processos de producdo de novos antibidticos, o que culminou
no desenvolvimento de firmacos cada vez mais eficientes e segu-
ros. Dentre os antibidticos considerados modernos, destacam-se as
fluoroquinolonas (FQs), que sdo firmacos antimicrobianos sinté-
ticos amplamente empregados tanto na medicina humana quanto
veterindria. Os principais representantes desta classe de antibi6ticos
sdo: ciprofloxacina, norfloxacina (NOR), levofloxacina (LEVO) e
a enrofloxacina, sendo esta tltima de uso exclusivo na medicina
veterindria.* As FQs apresentam alta capacidade de penetracdo na
parede bacteriana, o que além de garantir elevada acdo contra bac-
térias Gram-negativas, estende a acdo das FQs a algumas bactérias
Gram-positivas,* tornando-as farmacos de amplo espectro de aco.
Caracteristicas atrativas adicionais das FQs incluem: baixa ligacdo
proteica, alta biodisponibilidade e elevado tempo de meia-vida.*’

Apesar da eficicia das fluoroquinolonas, o uso indiscriminado
destes farmacos tem gerado preocupagdo em diversos segmentos
da sociedade, pois induz o desenvolvimento de bactérias altamente
resistentes, capazes de gerar graves infec¢des que podem evoluir
para o 6bito do individuo infectado. Ademais, a administragdo de
FQs em animais destinados a alimentagdo humana € uma pratica
controversa, pois favorece a transferéncia de bactérias resistentes
para os seres humanos,”'? além de poder contaminar o leite e a carne
destinados ao consumo humano. O uso indiscriminado e em altas
doses de antibiéticos como as FQs pode ser tdo nocivo e prejudicial
a saide humana quanto a prépria doenca que se pretende tratar.!*-12
Isso porque o uso continuo e em altas doses das FQs favorece
o aparecimento de graves efeitos colaterais que afetam diversos
sistemas do organismo humano, tais como: musculoesquelético,
cardiovascular, nervoso central e periférico, circulatério, enddcrino,
gastrointestinal e urindrio.>!°
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Outro risco iminente do uso indiscriminado de antibidticos como
as FQs € a elevada possibilidade de contaminagdo ambiental com estes
compostos. O descarte inadequado de antibidticos fora do prazo de
validade constitui uma fonte importante de introdugdo das FQs no
meio ambiente. Além disso, FQs ndo metabolizadas sdao excretadas
diretamente na rede de esgoto, atingindo as estacdes de tratamento
que ndo sdo capazes de eliminar completamente estes fadrmacos. Desta
forma, as FQs podem contaminar mananciais, rios e lagos e, caso estes
sejam utilizados para abastecimento humano, as FQs retornam como
contaminantes da d4gua potdvel, uma vez que as estagdes convencio-
nais de tratamento de 4gua também ndo eliminam completamente as
FQs."20 A contaminagéo ambiental com estes antibiéticos é muito
preocupante, pois além de favorecer o desenvolvimento de bactérias
resistentes; expde o ambiente a doses pequenas e continuas destes
farmacos, cujos efeitos a médio e longo prazo sobre a saide humana
e sobre 0 meio ambiente sdo impossiveis de serem previstos.

Neste contexto, verifica-se que a contaminag@o de dgua e ali-
mentos com residuos de antibioticos, tais como as FQs, tem enorme
potencial deletério sobre o meio ambiente e sobre a satide humana.
Desta forma, métodos analiticos capazes de determinar com elevada
confiabilidade o acumulado ndo metabolizado destes farmacos em
dguas e alimentos de origem animal sdo extremamente necessa-
rios.!181921 Além de elevada confiabilidade, € altamente desejdvel
que os métodos analiticos sejam simples, rapidos, de baixo custo,
que permitam determinagdes simultaneas e que sejam aplicdveis
a amostras mais complexas, tais como: solos, fluidos bioldgicos,
tecido animal, etc.

Uma vez que ndo existem métodos analiticos oficiais para a
quantifica¢do de FQs em amostras ambientais ou de origem animal,
diversos métodos analiticos alternativos tém sido propostos na lite-
ratura, sendo estes baseados em diferentes técnicas analiticas, tais
como: espectrofluorimetria,’? cromatografia®-! e voltametria.’>>! A
voltametria destaca-se como uma técnica de baixo custo, com elevada
sensibilidade, que permite andlises rdpidas e que € compativel com
amostras turvas ou coloridas, o que diminui os requisitos quanto ao
pré-tratamento de amostra. Assim, as técnicas voltamétricas sao extre-
mamente atrativas para a determinacdo de formacos, como discutido
em alguns artigos de revisdo.>>*
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Apesar das caracteristicas vantajosas das técnicas voltamétricas,
estas apresentam limitacdes quanto a seletividade, isto porque a
redugdo ou eletro-oxidacdo de grupos eletroativos estruturalmente
semelhantes ocorre em potenciais muito préoximos. Assim, analitos
distintos, mas que possuam grupos eletroativos semelhantes forne-
cerdo picos voltamétricos sobrepostos, impedindo a determinagio
individual de cada analito.>” Uma estratégia atrativa e ainda pouco
explorada para a determinag@o simultanea de analitos com picos
voltamétricos parcialmente sobrepostos € o uso de processamento
matemadtico das curvas voltamétricas, tais como: procedimentos de
deconvolucio e métodos derivativos. A utiliza¢ao destes procedimen-
tos matematicos € atrativa, pois permite que os sinais voltamétricos
sejam satisfatoriamente separados sem a necessidade de reagentes
quimicos adicionais, como agentes complexantes, por exemplo.*®
Recentemente, nosso grupo demonstrou que o procedimento de de-
convolucdo pode ser usado para a determinagao simultdnea de LEVO
e NOR, empregando-se a técnica de voltametria de onda quadrada em
meio micelar com um eletrodo de carbono vitreo.’! Apesar de permitir
a separagdo dos picos voltamétricos destas duas FQs, a proximidade
dos sinais a descarga do solvente/eletrélito dificultou a aplicacdo do
método em amostras mais complexas. Exemplos adicionais da com-
binagio de procedimentos matemdticos com as técnicas voltamétricas
para fins analiticos incluem a determina¢@o simultdnea dos herbicidas
atrazina e ametrina por voltametria de onda quadrada™ e a utilizagio
de métodos derivativos para a determinacio de Pt em dgua do mar e
sedimentos marinhos.*

Desta forma, constata-se que os métodos matemadticos aplicados
as curvas voltamétricas constituem uma estratégia simples, acessivel
e eficiente para determinacdes simultineas de analitos cujos picos
voltamétricos encontram-se parcialmente sobrepostos. Neste contex-
to, o objetivo deste trabalho € realizar um estudo comparativo entre o
procedimento de deconvolug@o e o método derivativo, visando avaliar
qual destes fornece a melhor separagdo entre os picos voltamétricos
relativos a oxidacdo da LEVO (Figura 1A) e NOR (Figura 1B); com
objetivo de determind-las simultaneamente em amostras de urina
humana e animal.
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Figura 1. Formula estrutural das fluoroquinolonas LEVO (A) e NOR (B)
PARTE EXPERIMENTAL
Reagentes e solu¢oes

As solugdes estoque das FQs, LEVO e NOR (Sigma-Aldrich®,
Sao Paulo, Brasil), foram preparadas nas concentrag¢des de 1,0 e 10,0
mmol L, dissolvendo-se quantidades apropriadas de LEVO na mis-
tura dgua/metanol (7:3, v/v) e NOR em dgua ultrapura (resistividade >
18 MQ cm) contendo 5,0% de dcido acético. As solugdes de trabalho
foram preparadas no intervalo de concentra¢ées de 0,5 pmol L' a
10,0 mmol L', mediante a adigdo de aliquotas da solucdo estoque
diretamente na célula eletroquimica contendo o eletrdlito suporte.

Como eletrdlito suporte utilizou-se o tampao Britton-Robinson
(BR) preparado pela mistura de dcido acético (Sigma-Aldrich®, Sdo
Paulo, Brasil), 4cido bérico (Sigma-Aldrich®, Sdo Paulo, Brasil) e
dcido fosfdrico (Sigma-Aldrich®, Sdo Paulo, Brasil) nas concentra-
¢oes de 0,04 a 0,12 mol L. O pH da solugdo tamp@o foi ajustado
imediatamente antes de usd-la, empregando-se para isso uma solucéo
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de hidréxido de sédio (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) ou acido clori-
drico (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil), ambos na concentracéo de 0,20
mol L. Diferentes propor¢des de metanol (Vetec, Rio de Janeiro,
Brasil) entre 0,25 e 1,0% foram adicionadas ao eletrélito suporte,
visando avaliar o efeito deste dlcool sobre a resposta voltamétrica
das FQs estudadas.

O efeito de surfactantes sobre a resposta voltamétrica das FQs
estudadas foi avaliado adicionando-se solugdes aquosas dos surfac-
tantes lauril sulfato de sédio (LSS, Sigma, Sdo Paulo, Brasil), dioctil
sulfosuccinato de sédio (DSS, Sigma, Sdo Paulo, Brasil) e brometo
de cetil trimetil amonio (BCTA, Sigma, Sdo Paulo) ao eletrélito de
suporte.

Equipamentos

Os experimentos voltamétricos foram realizados em um bipo-
tenciostato portdtil DropSens modelo puStat 400, acoplado a um
notebook, e gerenciado pelo software Drop View. Foi empregada
uma célula eletroquimica de compartimento tnico contendo 5 ou
10 mL de eletrdlito suporte, a qual foi especialmente adaptada aos
eletrodos de carbono impresso (ECIs, DRP-110, DropSens). Entre
cada medida, um fluxo de nitrogénio foi mantido na solucdo do ele-
trélito de suporte por 30 s, visando eliminar o oxigénio dissolvido.
A superficie dos EClIs foi lavada com etanol (Vetec, Rio de Janeiro,
Brasil) apds cada medida voltamétrica.

As medidas de pH foram realizadas em um pH-metro digital
(ION/Modelo PHB 500). Para o processo de dissolucdo e homoge-
neizacdo das amostras utilizou-se banho ultrassom (UNIQUE/Modelo
USC 800). Para a separacdo das proteinas precipitadas nas amostras
de urina e dos excipientes nas amostras de medicamentos utilizou-
-se uma centrifuga (Excelsa® II, Modelo 206 BL). A dgua ultrapura
utilizada para o preparo de todas as solugdes aquosas foi obtida por
um sistema de purificacdo Milli-Q Plus (Millipore).

Preparo das amostras de urina

As amostras de urina humana foram coletadas, com consentimen-
to, de individuos saudaveis. Amostras de urina bovina foram coletadas
de animais sauddveis com o consentimento dos criadores. Apés a
coleta, as amostras foram armazenadas em frascos de vidro e foram
mantidas sob refrigeracdo a aproximadamente 3 °C até o momento
das andlises. Estas amostras foram transferidas para baldes volumé-
tricos de 25 mL e enriquecidas com LEVO e NOR em concentracdes
de 50,00, 100,0 e 200,0 ug mL"". Para a realiza¢do dos estudos de
adi¢do e recuperacdo das FQs, aliquotas de 3,00 mL das amostras
de urina foram tratadas com 0,20 mL de metanol para promover a
precipitacdo das proteinas. Posteriormente, estas amostras foram
agitadas manualmente por 20 s e centrifugadas por mais 30 minutos
a 2800 rpm (forca centrifuga relativa = 1,575). Finalmente, aliquotas
de 80, 40 ou 20 uL do sobrenadante enriquecido, respectivamente,
com 50,00, 100,0 e 200,0 ug mL"! das FQs foram transferidas para
a célula eletroquimica contendo 10 mL de solucdo tampdo BR. Os
estudos de adi¢do e recuperacdo foram realizados nestas solugdes
utilizando-se a técnica de voltametria de onda quadrada e o método
de adi¢do de padrio, sendo as determinacdes realizadas em triplicata.

Processamento matematico das curvas voltamétricas

As curvas voltamétricas foram tratadas matematicamente pelos
métodos de deconvolugio e pela determinagdo da segunda derivada
da curva, visando determinar qual método promove uma separacio
mais eficiente entre os sinais voltamétricos da LEVO e da NOR.
Ambos os processamentos matemdticos foram efetuados com o uso
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do software Microcal Origin® (versdo 8.5), apGs a correcdo da linha
base dos voltamogramas. Para o procedimento de deconvolugdo, os
picos foram considerados gaussianos, sendo necessario definir como
pardmetros iniciais o ndmero de picos e a largura do pico a meia
altura (W,,,), a qual foi fixada em 75 mV. Para o método derivativo,
foi necessario definir apenas a ordem da derivada como parametro
inicial e, para melhor defini¢do dos picos, realizou-se um novo ajuste
da linha base.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Estudos preliminares

Inicialmente, a resposta voltamétrica de uma mistura contendo
LEVO e NOR, ambas na concentragio de 100 pmol L', foi avaliada

sobre a superficie de um eletrodo de carbono vitreo (ECV) e de um
ECI, conforme apresentado na Figura 2.

161 L ”0“\,«&/] 300 1T
12 LEVO\/B ’ B)
,/ < 2001 NOR /}/

e

03 06 09 12 03 06 09 12
E /V vs. Ag/AgCI E/V vs. Ag
Figura 2. Voltamogramas ciclicos registrados em tampdo BR 0,10 mol L,

pH 7,0 na auséncia (A) e na presenca de 100 umol L' de LEVO e NOR (B),
v =100mVs'. (I) ECV. (Il) ECI

A Figura 2(I) mostra que, sobre o ECV, LEVO e NOR sio
oxidadas e produzem picos voltamétricos em 1,04 e 1,14V, respec-
tivamente. Nao foram observados picos voltamétricos na varredura
reversa para nenhuma das FQs estudadas, sugerindo que a oxidagao
destes farmacos envolva um processo de transferéncia eletronica
irreversivel. Este comportamento estd de acordo com o descrito na
literatura,*** segundo a qual a oxidacdo de ambas FQs envolve o
grupo piperazinil em um processo eletroquimicamente irreversivel.
A Figura 2(I) mostra ainda que os picos referentes a oxidagdo das
FQs encontram-se sobrepostos entre si e ao processo de descarga
do sistema solvente/eletrélito. Desta forma, verifica-se que nestas

)
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condigdes experimentais ndo € possivel determinar simultaneamente
ambas as FQs, LEVO e NOR.

Conforme mostra a Figura 2(II), a substituicio do ECV por um
ECI produziu uma ligeira melhora na separac¢do dos picos voltamé-
tricos das duas FQs estudadas. Houve uma mudanca significativa nos
potenciais de pico de oxidagdo da LEVO (0,73 V) e da NOR (0,87 V)
quando comparado aos resultados obtidos com o ECV. Esta mudanga
¢ atribuida aos diferentes eletrodos de referéncia empregados. Nos
voltamogramas ciclicos registrados com o ECV empregou-se um
eletrodo de referéncia de Ag/AgCl e nos voltamogramas registrados
com o ECI, utilizou-se um eletrodo de pseudo-referéncia de Ag.”
Apesar dos diferentes eletrodos de referéncia utilizados, pode-se
concluir que a oxidagdo das FQs € mais favoravel sobre a superficie
do ECI, pois sobre este material eletrodico a eletro-oxidagao das FQs
ndo estd mais sobreposta a descarga do sistema solvente/eletrdlito.
Assim, o ECI promoveu a eletro-oxidacdo das FQs em potenciais
significativamente menos positivos do que o processo de descarga do
sistema solvente/eletrdlito, tornando a determinacao simultanea destes
farmacos um pouco mais facilitada. Desta forma, devido ao melhor
desempenho do ECI para a eletro-oxidagdo das FQs estudadas, este
eletrodo foi empregado em todos os estudos subsequentes.

Embora o mecanismo da eletro-oxidacdo da LEVO e da NOR so-
bre eletrodos de carbono ainda ndo tenha sido completamente elucida-
do, alguns autores tém sugerido que estas FQs sejam eletro-oxidadas
de acordo com as reacoes globais apresentadas no Esquema 1.4

Estudos de otimizacao de parametros

Apesar do melhor desempenho do ECI, a separacgio dos picos da
LEVO e da NOR obtida por voltametria ciclica ndo foi satisfatéria e
ndo permite a determinagdo simultidnea destas FQs. As técnicas vol-
tamétricas de pulso, como a voltametria de pulso diferencial (VPD)
e a voltametria de onda quadrada (VOQ) sdo mais atrativas para fins
analiticos. Além de maior sensibilidade, estas técnicas apresentam
melhor resolu¢do do que a técnica de voltametria ciclica. Assim,
visando obter uma melhor separagdo entre os picos voltamétricos
da LEVO e da NOR, as técnicas de pulso foram utilizadas, sendo
os voltamogramas obtidos neste estudo apresentados na Figura 3.

A Figura 3 mostra que a separacdo de picos obtida com as técni-
cas de pulso foi melhor do que a obtida pela técnica de voltametria
ciclica (Figura 2IT). A VOQ foi a que apresentou a melhor resolucio
e maior intensidade de sinal. O melhor desempenho da VOQ pode
ser atribuido a maior velocidade de varredura efetiva desta técnica, o
que produz picos intensos e definidos.®' Com base nestes resultados,
a técnica de VOQ foi adotada nos estudos posteriores.

A solug@o empregada como eletrdlito de suporte e o pH desta
solu¢do sdo fatores que também afetam o perfil voltamétrico e que,

0]
F COOH

o] o)
F COOH F COOH
-2e; -2H*
(\N \ H,0 (\N \ (b)
HN\) C,H, 2 HO/N\) C,Hs

Esquema 1. Vias de eletro-oxidac¢do para: (a) LEVO e (b) NOR.#%
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Figura 3. Voltamogramas registrados em presenca de 100 umol L' de LEVO

e 100 umol L' de NOR sobre superficie de um ECI em meio de tampdo BR
0,1 mol L', pH 7,0. (A) VPD (v = 10mV s, E,, = 10mV e t,= 10 ms) e (B)
VOQ (f=10Hz, E,, = 10 mV e AE; =2 mV)

portanto, podem melhorar a resolucéo voltamétrica. Visando melhorar
a separacdo dos picos voltamétricos da LEVO e da NOR, diferentes
eletrdlitos de suporte foram avaliados. O eletrdlito de suporte que
forneceu a melhor separacdo de picos aliada a maior intensidade de
sinal e melhor repetibilidade foi o tampéo BR 0,1 mol L!. Porém,
mesmo este eletrélito ndo forneceu resolucédo voltamétrica suficiente
para que a determinago simultdnea de LEVO e NOR fosse realizada
satisfatoriamente. Diferentes porcentagens de metanol foram adicio-
nadas ao eletrélito de suporte, visando um aumento na intensidade
de sinal e uma melhora na resoluciio voltamétrica. Os resultados
deste estudo mostraram que a adi¢ao de 0,5% (v:v) de metanol pro-
moveu uma melhora na sensibilidade e na resolucio voltamétrica
sem comprometimento da repetibilidade. Assim, essa porcentagem
de metanol foi mantida em todos os estudos posteriores. O efeito do
pH do eletrélito de suporte sobre os valores de corrente de pico (i,)
e potencial de pico (E,) para a eletro-oxidag@o das FQs estudadas €
apresentado na Figura 4.
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Figura 4. Influéncia do pH sobre os valores de i, (A) e E, (B) para eletro-o-
xidagdo de 53,5 umol L' de LEVO (A) e 53,5 umol L' de NOR (@) sobre
a superficie de um ECI em meio de tampdo BR 0,1 mol L' (pH 4,0 — 7,0)
contendo 0,5 % de metanol. Condi¢ées voltamétricas: f= 20 Hz, E,,, = 30 mV
e AE, =6 mV

A Figura 4 mostra que os picos de oxidagdo de ambas FQs se
deslocam para potenciais menos positivos com o aumento do pH,
indicando que existem reagdes de protonacio acopladas aos proces-
sos transferéncia eletronica, o que € concordante com o observado
na literatura.***” Por meio da Figura 4, pode-se observar ainda que a
maior intensidade de corrente para ambas as FQs estudadas ¢ obtida
em pH = 5,0, o qual foi mantido constante nos estudos posteriores.
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Ainda com o intuito de melhorar a separag@o entre os picos
voltamétricos das FQs estudadas, diferentes surfactantes foram
adicionados ao eletrdlito de suporte. Além de serem capazes de
aumentar a intensidade de sinal e melhorar a resolucdo voltamétrica,
os surfactantes podem atenuar a adsor¢@o de produtos ou interme-
diarios da reducdo ou oxidagdo do analito, minimizando, portanto,
a desativacdo da superficie do eletrodo de trabalho.®>%® Assim, no
caso dos ECIs, os surfactantes podem aumentar o tempo de vida util
destes dispositivos. Hosseinzadeha er al.® observaram que a adi¢éo
de um surfactante ao eletrdlito de suporte produziu uma melhora na
resolucdo voltamétrica e permitiu que dcido ascorbico e dopamina
fossem determinados simultaneamente de maneira satisfatoria.
Caramit et al.’”® observaram que um meio micelar contendo um
surfactante catidnico € eficaz para a determinagdo de simultinea
de antioxidantes em amostras de biodiesel. Assim, os seguintes
surfactantes: anionico DSS, catidnico BCTA e neutro LSS foram
adicionados a célula eletroquimica, em concentragdes variando de
50 a 300 pmol L-'. Os resultados obtidos neste estudo demonstra-
ram que a adi¢do de 100 umol L' de LSS a célula eletroquimica
promoveu um considerdvel aumento na intensidade dos picos de
oxida¢do de LEVO e NOR, embora ndo tenha produzido uma me-
lhora significativa na separagdo dos picos. Os outros surfactantes
avaliados ndo afetaram significativamente o perfil voltamétrico das
FQs estudadas. Assim, os estudos voltamétricos subsequentes foram
realizados na presenga de 100 umol L' de LSS.

Os parametros operacionais da técnica de VOQ foram também
submetidos a estudos de otimizagao, sendo obtida a seguinte condicdo
otimizada: frequéncia (f) = 15 Hz; amplitude de pulso (E,) =30mVe
incremento de potencial (AE,) =4,0 mV. A Tabela 1 sumariza as con-
di¢des obtidas apds a otimizagdo de todos os pardmetros estudados.

Tabela 1. Parametros experimentais e instrumentais otimizados para a deter-
minagao simultanea de LEVO e NOR por VOQ

Parametros estudados Tipo ou intervalo testado Otimizado
Técnica voltamétrica VC, VPD, VOQ VOQ
Eletrélito de suporte Fosfato, BR, BR + BR + 0,50%
metanol de metanol
Concentragao do tampao 0,04 — 0,12 (mol L) 0,10 mol L!
Surfactantes LSS, DSS e BCTA LSS
Concentragdo do surfactante 50,0 — 300,0 (umol L") 100,0 umol L
pH (tampao BR) 40-70 5,0
Frequéncia (f) 10-35Hz 15Hz
Incremento de potencial (AE)) 2,0-10 mV 4,0 mV
Amplitude (E,) 10 - 60 mV 30 mV
Tempo de equilibrio 5-15s 75s

Processamento matematico das curvas voltamétricas

Foi observado que ap6s a otimizacdo dos pardmetros experimen-
tais e instrumentais, obteve-se um aumento na intensidade dos picos
voltamétricos da LEVO e da NOR, entretanto, nao foi observada uma
melhora significativa na separacdo entre os picos dessas FQs. Assim,
mesmo apds extensivos estudos de otimizag¢@o de pardmetros, nio
foi possivel obter uma condi¢@o na qual a determinacdo simultanea
de LEVO e NOR pudesse ser feita de forma satisfatéria. A sobre-
posi¢do de picos para analitos estruturalmente semelhantes € uma
situagcdo muito comum e esta condicéo foi demonstrada nos estudos
voltamétricos para reducdo das FQs, NOR, CIPRO e Ofloxacina® e
para a oxidagdo das FQs, NOR e LEVO.*! Nestes casos, o ganho de
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resolucdo obtido por meio da otimiza¢do dos parametros voltamé-
tricos, da variagdo do pH do eletrdlito de suporte ou mesmo com a
adicdo de surfactantes ndo € suficiente para separar completamente os
picos voltamétricos dos analitos. Para estes casos, o processamento
matemadtico das curvas voltamétricas torna-se extremamente atrativo,
pois pode promover uma separagao satisfatoria sem a necessidade de
reagentes quimicos adicionais, permitindo a determinaco simultanea
de forma simples, rdpida e com baixo custo. A Figura 5 apresenta
os voltamogramas de onda quadrada registrados nas condicdes oti-
mizadas (Tabela 1) na presenga de 6,25 pmol L' de cada uma das
FQs apds o processamento matemadtico de deconvolucio (Figura 51)
e derivativo de segunda ordem (Figura 5II).
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Figura 5. Voltamogramas de onda quadrada registrados nas condig¢oes
otimizadas e submetidos a diferentes processamentos matemdticos. I) Pro-
cedimento de deconvolugdo; inserido: comparagdo entre a soma dos picos
deconvoluidos e o voltamograma experimental. II) Segunda derivada da curva
voltamétrica. Condigoes voltamétricas de acordo com a Tabela 1. C,y, =
Cyor = 6,25 pmol L'

Na Figura 51, verifica-se que o procedimento de deconvolucio
foi capaz de separar completamente os picos voltamétricos da LEVO
e da NOR. Além disso, observa-se que a curva resultante da soma
dos picos deconvoluidos se sobrepde quase perfeitamente ao volta-
mograma experimental (Figura 51 inserido), indicando que os picos
deconvoluidos realmente refletem os picos experimentais separados
para cada uma das FQs. A separagdo dos picos obtida por meio da
segunda derivada da curva voltamétrica também foi satisfatéria, sendo
obtidos picos estreitos e intensos. Assim, ambos 0s processamentos
matematicos promovem separagdo satisfatoria entre os picos vol-
tamétricos da LEVO e da NOR e ambos poderiam ser empregados
para a determinagdo simultinea destes firmacos. O procedimento de
deconvolugdo apresenta a vantagem de fornecer cada pico separado,
assim, a determinacdo de pardmetros voltamétricos, tais como i,
E,, W,, e drea sob o pico, pode ser efetuada com grande precisdo e
exatiddo. Por outro lado, este procedimento ¢ mais demorado e mais
dependente dos pardmetros inicialmente definidos (niimero de picos
e W,,). Alguns dos parametros voltamétricos (i,, W, e drea sob o
pico) sdo perdidos quando a segunda derivada da curva voltamétrica é
utilizada, porém, a obteng¢ao da segunda derivada € um procedimento
extremamente simples, rapido, independente de qualquer pardmetro
inicial e que tende a fornecer picos mais estreitos e intensos. Desta
forma, caso a técnica voltamétrica seja utilizada para a determinagdo
de parAmetros voltamétricos visando o estudo de mecanismos ou do
ndmero de elétrons envolvidos em um processo redox, o procedimento
de deconvolugdo € o mais apropriado. Entretanto, caso o interesse seja
puramente analitico, o procedimento derivativo € o mais adequado
por ser mais simples e rdpido. Como o objetivo deste trabalho € de-
terminar simultaneamente LEVO e NOR em amostras de urina tanto
humana quanto animal, optou-se por empregar o método derivativo
nos estudos analiticos.

Quim. Nova

Curva de calibracio

Empregando-se as condi¢des previamente otimizadas, foram
registrados voltamogramas de onda quadrada em diferentes con-
centra¢des de LEVO e NOR. Estes voltamogramas foram utilizados
na constru¢do de uma curva de calibracdo, sendo estes resultados
apresentados nas Figuras 61 e 611.
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Figura 6. 1) Segunda derivada dos voltamogramas de onda quadrada re-
gistrados nas condi¢oes otimizadas (Tabela 1) em presenga de diferentes
concentragdes de LEVO e NOR no intervalo de 1,0 a 18,6 umol L. II) Curvas
de calibragdo para LEVO (B) e NOR (A)

Para ambas as FQs, observou-se uma faixa linear de resposta no
intervalo de concentragéo de 1,00 a 18,6 umol L', conforme apresen-
tado na Figura 611. Os pontos apresentados nesta curva correspondem
ao valor médio de trés medidas. Os pardmetros obtidos para as curvas
de calibragdo de cada uma das FQs séo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Parametros de confiabilidade analitica obtidos a partir das curvas
de calibrac@o apresentadas na Figura 611

Parametros LEVO NOR
Faixa Linear (umol L") 1,00 - 18,6 1,00 - 18,6
Inclinac@o (S,, uA L umol™") 0,380 0,459
Intercepto (uA) 0,650 1,053
DP" do intercepto 0,025 0,098
Coeficiente de correlaco (r) 0,998 0,996
LD™ (umol L) 0,197 0,640

*DP - Desvio padrdo. **LD - Limite de detec¢@o.

A partir dos pardmetros apresentados na Tabela 2, verifica-se que
a utilizacdo da segunda derivada dos voltamogramas de onda qua-
drada ndo apenas separou eficientemente os picos de LEVO e NOR
como também forneceu uma linearidade satisfatéria (r > 0,99) para
ambos os farmacos. Assim, constata-se que o uso de um ECI aliado
ao tratamento derivativo de segunda ordem dos voltamogramas de
onda quadrada permite que LEVO e NOR sejam simultaneamente
quantificadas de forma simples, rapida e com baixo custo.

Aplicaciao do método

Visando avaliar a exatiddo e aplicabilidade do método proposto,
amostras de urina humana e bovina foram enriquecidas com quan-
tidades exatamente conhecidas de LEVO e NOR. Estas amostras
foram submetidas a estudos de adi¢d@o e recuperacio, empregando-
-se 0 método de adicdo de padrdo. Todas as determinagdes foram
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realizadas em triplicata e os resultados obtidos para a amostra de
urina bovina enriquecida com 50 mg L' de LEVO e NOR sio apre-
sentados na Figura 7.
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Figura 7. I) Segunda derivada dos voltamogramas de onda quadrada regis-
trados nas condi¢oes otimizadas (Tabela 1). (—) Apds a adi¢do de 20 uL da
amostra de urina bovina enriquecida com 50 mg L' de LEVO e NOR. (****)
Apds sucessivas adigoes de 0,5 umol L' de LEVO e NOR. 1I) Curva de adi¢ao
de padrao para LEVO (B) e NOR (/)

As Figuras 71 e 711 indicam que n@o sdo observados efeitos de
matriz associados a amostra de urina bovina, uma vez que os valores
de S, para LEVO (0,373) e NOR (0,510) obtidos para a curva de
adi¢do de padrdo foram muito préximos aos valores obtidos para
a curva de calibrag@o (Tabela 2). Assim, verifica-se que nado existe
nenhuma espécie proveniente da matriz bioldgica que produza picos
voltamétricos sobrepostos aos picos da LEVO e NOR. Este compor-
tamento foi observado também para a amostra de urina humana. Em
todos os estudos de adi¢@o e recuperacdo realizados nas amostras de
urina, foram obtidas curvas de adi¢do de padrdo com coeficientes
de correlacdo proximos a 0,999, indicando que as determinagdes de
LEVO e NOR nestas amostras, pelo método proposto, podem ser
executadas com elevada confiabilidade. Os resultados dos estudos
de adicdo e recuperacdo realizados nas amostras de urina humana
e bovina enriquecidas com diferentes niveis de LEVO e NOR sio
apresentados na Tabela 3.

Conforme observado na Tabela 3, as porcentagens de recuperagao
variaram de 94 a 102% para LEVO e de 96 a 101% para NOR para
ambas as amostras analisadas. Estes resultados sao uma demonstracao
clara de que o método proposto apresenta exatiddo satisfatoria e que
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pode ser empregado com éxito para a determinacio simultanea de
LEVO e NOR em amostras de urina humana e bovina. Os valores
de DPR obtidos foram relativamente baixos, demonstrando que a
precisdo apresentada pelo método também € satisfatéria. Desta for-
ma, verifica-se que o uso da segunda derivada dos voltamogramas
de onda quadrada permite que LEVO e NOR sejam determinadas
simultaneamente em amostras de urina com elevada confiabilidade
sem a necessidade de procedimentos drasticos ou tediosos de pré-
-tratamento de amostra.

CONCLUSAO

Neste trabalho foi realizado um estudo comparativo entre os
processamentos matematicos de deconvolucio e derivativo de se-
gunda ordem aplicados a técnica de voltametria de onda quadrada
para a determinagdo simultdnea de LEVO e NOR em amostras de
urina. Foi demonstrado que ambos os processamentos matematicos
sdo capazes de separar eficientemente os sinais voltamétricos destes
farmacos, entretanto, o uso da segunda derivada € mais vantajoso
para aplicagdes analiticas por ser mais rapido e simples e por for-
necer picos mais estreitos e muito intensos. O método desenvolvido
para a determinacdo simultdnea de LEVO e NOR em amostras de
urina combinou o uso da segunda derivada dos voltamogramas
de onda quadrada ao uso de um ECI, o qual € um dispositivo de
extrema praticidade, de baixo custo e que permite a miniaturiza¢ao
do sistema de detecg¢do, tornando o método mais apropriado para
aplicagdes praticas. O método desenvolvido apresentou valores de
LD bastante atrativos tanto para LEVO quanto para NOR e o mesmo
foi empregado com éxito para a determinagdo destes farmacos em
amostras de urina humana e bovina enriquecidas. Assim, conclui-
-se que a estratégia apresentada neste trabalho para a determinacdo
simultanea de LEVO e NOR pode ser estendida para a determinagao
simultanea de outras fluoroquinolonas, contribuindo, portanto, para
a protecdo da satide humana e do meio ambiente por meio do mo-
nitoramento de residuos destes farmacos em amostras bioldgicas,
ambientais e alimenticias.
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Tabela 3. Resultados dos estudos de adicao e recuperacio de LEVO e NOR em amostras de urina humana e bovina

Analito Amostra Adicionado (mg L") Encontrado® (mg L") Recuperado (%) DPR (%)
200 204 +6 102 0,9
Urina humana 100 100 + 6 100 0,6
50 47+3 94 2,0
LEVO
200 193 £8 96 2,0
Urina bovina 100 97+7 97 2,2
50 46 +5 92 2,3
200 202+9 101 0,2
Urina humana 100 96 +4 96 2,6
50 48+ 6 96 2,3
NOR
200 1995 99 1,7
Urina bovina 100 98 +4 98 2,6
50 48+7 96 7,6

“Média de trés determinagdes + intervalo de confianga (N = 3), t = 4,30 (P = 0,05 com 2 graus de liberdade), DPR: desvio padrio relativo.
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