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quantification of ofloxacin, norfloxacin and ciprofloxacin in human urine
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RESUMO
Processos de tratamentos tém sido alvo de estudos com a finalidade de
promover a remogao dos farmacos na urina humana de forma a garantir a
seguranca ambiental da utilizacdo dessa como fertilizante na agricultura.
Neste artigo foi desenvolvido e validado um método de CLAE-DF para a
determinacao simultanea de ofloxacina, norfloxacina e ciprofloxacina na
urina humana. O método proposto descreve uma alternativa eficaz para
a determinacdo de residuos de fluoroguinolonas, eliminando o passo de
limpeza. Alem disso, 0 método proposto demonstrou ser seletivo, com boa
linearidade (~099), sensibilidade, precisao (80% a 107%) e repetitividade. Este
meétodo mostra ser adequado para analises de rotina (de baixo custo, simples,

e utilizando pequeno volume de solventes) para abordagens ecologicas.
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ABSTRACT
Treatment processes have been the focus of studies aiming at promoting
the removal of drugs in human urine in order to ensure environmental
safety using it as a fertilizer in agriculture. So, an HPLC-FD method for the
simultaneous determination of ofloxacin, norfloxacin and ciprofloxacin
in human urine was developed and validated. The proposed method
describes an efficient alternative for the determination of fluoroguinolone
residues by eliminating the clean-up step. Moreover, the proposed method
proved to be selective, with good linearity (r>099), sensitivity, accuracy
(80% to 107%) and repeatability. This method shows to be suitable for
routine analyses (simple, low price and using a small volume of solvents)

for ecological approaches.

Keywords: fluoroguinolones; validation; HPLC-FD.

INTRODUCAO

A urina contém macronutrientes que se encontram na forma ideal para
serem aproveitados pelas plantas: o nitrogénio na forma de ureia, o fosforo
como ortofosfato e o potdssio como ion livre, além de alta qualidade dos
nutrientes, ela é uma alternativa de baixo custo aos fertilizantes comerciais
(ECOSANRES, 2008). Um dos fatores importantes que deve ser levado
em considerag¢do nas agdes de saneamento ecoldgico, com vista a utili-
zagao da urina humana como fertilizante na agricultura, consiste no fato
da excregdo urinaria ser uma importante via de eliminagdo de farmacos.

Estudos de ecotoxidez relativos a exposi¢do a medicamentos
utilizados na medicina humana concluiram que alguns fairmacos,
como o ibuprofeno, a fluoxetina, o diclofenaco, o propranolol e o

metoprolol possuem toxidez aguda elevada para as espécies aquaticas

estudadas, sendo a fluoxetina o que apresenta maior toxidez (DORNE
et al., 2007; SANTOS et al., 2010).

Foi também demonstrada a relagdo estreita entre a presenca de resi-
duos de antibidticos no ambiente, a emergéncia e a propagagio de cepas
bacterianas resistentes aos antibidticos na populagdo mundial, o que
constitui, segundo a Organiza¢do Mundial de Satide (OMS), um dos
principais problemas de satde ptiblica do século XXI (OMS, 2000).

Os antibidticos da classe das fluoroquinolonas (FQs) pertencem a
uma classe de agentes antibacterianos com amplo espectro de ativi-
dade contra organismos Gram positivos e Gram negativos (SOUSA,
2005). As FQs em geral sdo bactericidas em baixas concentragdes
e possuem um espectro de a¢do mais abrangente, uma maior difu-

sao para os tecidos incluindo os liquidos intracelulares e uma menor
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toxidez. A principal via de eliminagdo das FQs ¢ a urinaria, tanto
de forma inalterada como na forma de metabolitos (ESPINOSA-
MANSILLA, 2006) (Figura 1).

A presenga de residuos de FQs na urina é um dos fatores que pre-
cisam ser criteriosamente avaliados antes da sua recomendagdo como
fertilizante, uma vez que a sua presenca no ambiente constitui um
potencial risco (SEIFRTOVA et al., 2009).

E de primordial importancia o desenvolvimento de novos proce-
dimentos de tratamento da urina humana, que devem contemplar os
diferentes grupos de medicamentos existentes, inclusive dos antibioti-
cos do grupo das FQs, e adequar o tipo de tratamento com o objetivo
de prevenir efeitos nocivos de eventuais contaminacdes.

Alguns processos de tratamentos tém sido alvo de estudos com a
finalidade de promover a remogio dos produtos farmacéuticos na urina
humana: ozonizagdao (GULYAS et al., 2007), eletrodialise (PRONK et al.,
2006), steam stripping, destilagao a vacuo, irradiagao UV (TETTENBORN
et al., 2007), contudo, os estudos sdo ainda muito escassos.

Para a correta avaliagdo e o controle da presen¢a de FQs na urina
humana ¢é relevante o desenvolvimento de metodologias analiticas,
sensiveis, seletivas, exatas e precisas para a identificagdo e quantifica-
¢do desses residuos nessa matriz.

Na literatura encontram-se descritas varias metodologias analiticas
para a determinagdo de FQs em diversas matrizes (KROL et al., 1995;
PENA et al., 2010; SEIFRTOVA et al., 2009). Entre as técnicas utiliza-
das para a determinacdo de residuos de FQs incluem-se a cromatogra-
fia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com deteccdo fluorimétrica (DF)
e acoplada a espectrometria de massa (CLAE-EM).

O objetivo principal do trabalho foi o desenvolvimento e a vali-
dagdo de uma metodologia analitica sustentavel para determina-
¢do de antibidticos do grupo das FQs, especificamente, ofloxacina
(OFLO) (4cido (£)-9-fluoro-2, 3-dihidro-3-metil-10-(4-metil-1-
piperazinil)-7-oxo-7H-pirido [1,2,3-de]-1, 4-benzoxazino-6-carboxi-
lico), norfloxacina (NOR) (4cido (1-etil-6-fluoro-1,4-diidro-4-oxo-7-

-(1-piperazinil)-3-quinolinocarboxilico) e ciprofloxacina (CIPRO)

(1-ciclopropil-6-fluoro-4-oxo-7-piperazinil-quinolina-3-acido car-
boxilico) via injegao direta, eliminando a etapa de purificagdo, por
CLAE-DF na urina humana.

Uma vez que as FQs apresentam fluorescéncia, a detecgao fluori-
métrica proporciona maior seletividade, constituindo um poderoso
método analitico na analise de residuos, principalmente quando ha a
necessidade de reduzir ou mesmo eliminar as interferéncias presentes
na amostra. Constitui também uma alternativa a analise por CLAE-EM,
que exige um equipamento muito dispendioso, nem sempre disponivel
num laboratério de analise.

O método analitico proposto ¢ simples, rapido e seguro, apresen-
tando boa recuperagao e avaliacao da precisiao adequada a determinagao
das FQs em estudo na matriz urina humana. Deste modo, sera possivel
implementar solugdes corretas, de forma a garantir a seguranca ambiental

e humana da utilizagdo da urina humana como fertilizante na agricultura.

METODOLOGIA

Instrumentacao e condicdes cromatograficas

O sistema CLAE é constituido por uma bomba Gilson modelo 305 (Gilson
Medical Electronics, Villiers-le-Bel, Franga), um injetor Rheodyne modelo
7125 (Cotati, Califérnia, EUA) com um loop de 20 uL, um detector fluorimé-
trico LabAlliance e um integrador SP 4270 (Hewlett Packard, Filadélfia, EUA).

Foi efetuada a andlise com elui¢do isocrdtica com uma fase
movel constituida por uma solugdo de 0,025 mol.L! de 4cido fos-
forico (ajustada ao pH 3,0 com tetrabutilamonio —TBA), meta-
nol (MeOH) e acetonitrila (ACN) (910:70:20; v/v/v), a um fluxo
de 1,4 mL.min", sendo o volume de inje¢ao de 20 uL.

A coluna utilizada foi uma Phenomenex Phenosphere ODS - C18
100, 250 x 4,6 mm (5 pm) com coluna de guarda G-ODS(4) octadecil
de 4 mm de didmetro interno.

Os comprimentos de onda, de emissdo e de excitagao foram otimi-

zados através da obteng¢do do espectro de uma solugdo padrao com as

0 0 0
F COOH F COOH F COOH
(\N . (\N [}] (\N N
CH
N\) \)\ /N \) 25 /N \) A
H,C” 0 CH, H
Ofloxacina Norfloxacina Ciprofloxacina
CWSHZOFNBOAL C16H18FN303 C17H18FN3O3
MM: 3614 MM: 3193 MM: 3193

Figura1- Estrutura quimica da ofloxacina, norfloxacina e ciprofloxacina.
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respectivas FQs. Os comprimentos de onda de excita¢iao e de emissdo
selecionados foram de 278 e 450 nm, respectivamente. A banda espec-

tral de excitagdo e emissdo foi de 10 nm.

Reagentes e materiais

A OFLO, a CIPRO e a NOR foram adquiridas da Sigma-Aldrich
Steinheim (Alemanha). O MeOH e a ACN grau HPLC foram obtidos
de Carlo Erba (Milio, Italia) e o acido fosférico 85% de RPE-ACS
Merck (Alemanha). A centrifuga utilizada foi o modelo 3-16 K da
Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha), os filtros de membrana sdo
NL16, 0,2 um @ 50 mm e filtro para seringa de 0,45 pm, ambos
da Milipore (EUA).

Amostragem

As amostras de urina humana foram recolhidas em frascos estéreis,
proprios para coleta de urina com capacidade de 60 mL, entre pro-
fessores, alunos e técnicos da Faculdade de Farmacia da Universidade
de Coimbra, aos quais foi solicitado o preenchimento de um ques-
tiondrio a fim de avaliar a medicagdo utilizada por cada doador. As
amostras de urina humana coletadas foram misturadas e homoge-
neizadas. As andlises foram realizadas com urina fresca, logo apds o

recolhimento, acidificadas a pH 2,0.

Extracao da amostra

Uma aliquota de 4 mL de cada amostra foi transferida para um tubo de
centrifuga¢do de vidro &mbar, com mais 6 mL de H,S0, 0,005 mol.L,
agitada em vortex e levada ao banho de ultrassom durante 5 min.
Posteriormente procedeu-se a centrifugagao durante 15 min a 4.444 g,
a 5 °C. O sobrenadante foi filtrado através de membrana filtrante de
0,45 um antes da inje¢do no sistema cromatografico. O tempo total de

corrida foi de 20 min.

Solucdes estoque de fluoroquinolonas

As solugdes estoque de OFLO, NOR e CIPRO 1 mg.mL"! foram prepa-
radas dissolvendo-se 50 mg do padréo respectivo em acido sulftrico
0,005 mol.L"! num balao de vidro &mbar de 50 mL. As solugdes esto-

que foram armazenadas a 4°C.

Validacao do método

Para validar essa metodologia analitica foi necessario obser-
var condi¢Oes essenciais: inexisténcia de interferentes (seletivi-
dade), proporcionalidade entre a resposta da area de cada com-
posto e a concentragdo do mesmo (linearidade), a determinagéo
do limite de detec¢ao (LD) e do limite de quantifica¢do (LQ), a
recuperacdo e a precisdo dos resultados através da repetitividade
e da precisdo intermediaria (ALVES et al., 2010; ANVISA, 2003;
INMETRO, 2011).
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RESULTADOS

Otimizacao das condi¢des cromatograficas

As condigbes cromatograficas basearam-se no método de Pena et al. (2010),
ao qual foram efetuadas modificagdes. Neste trabalho, a eluigao das FQs
em estudo na matriz urina humana foi obtida com a fase mével constituida
por uma solugio de H3PO , 0,025 mol.L", ajustada ao pH 3,0 com TBA,
MeOH e ACN nas seguintes proporg¢des, 910:70:20 (v/v/v). Conforme a
metodologia descrita anteriormente, o sistema escolhido foi a CLAE-DF
para a separagio e determinagdo das trés FQs nas amostras de urina.

Antes de chegar a fase movel (FM) ideal, outras fases méveis foram
utilizadas. No total foram testados seis tipos de fases moveis (FM1,
FM2, EM3, FM4, FM5 e FM6).

Para iniciar a otimiza¢do do método, a primeira FM testada (FM1) foi
amesma utilizada por Pena et al. (2010), constituida por tampao fosfato
ajustado ao pH 3,0 com TBA e MeOH, na proporgao 890:110 (v/v), res-
pectivamente. Como essa FM ndo foi eficiente na separagdo das FQs na
matriz urina humana, testou-se o aumento da porcentagem de MeOH,
e foram testadas mais trés fases moveis (885:115; 880:120 e 870:130 v/v).

Apds os testes com essas quatro FM, ndo se obteve uma boa
separacdo para a OFLO e decidiu-se utilizar uma FM com ACN,
alterando a seletividade da FM e mantendo a polaridade da mesma
constante (COLLINS et al., 2006).

A FM 5 testada era constituida de tampao fosfato ajustado ao pH 3,0
com TBA, MeOH e ACN, na propor¢ao 920:70:10 (v/v/v), mas como a
quantidade de ACN ainda nao foi suficiente para uma boa determinagao
da OFLO, alterou-se mais uma vez a FM para a proporgao 910:70:20 (v/v/v),
para a qual se obteve melhores resultados. As separagdes cromatografi-
cas foram realizadas a temperatura ambiente (15 a 20°C) e o fluxo de
injecao foi de 1,4 mL.min".

A variagdo no tempo de retengdo (t,) foi estudada nas solugoes
padréo injetadas no mesmo dia e em dias diferentes. O t, médio obtido
foide 7,53; 11,11 e 13,06 minutos para OFLO, NOR e CIPRO, respecti-
vamente, com um coeficiente de variacdo (CV) maximo de 5,21% para
a OFLO, 3,95% para a NOR e 4,43% para a CIPRO, obtidos a partir de
20 injegdes de diferentes solugdes de trabalho ao longo do mesmo dia
(ANVISA, 2003; INMETRO, 2011).

No entanto, os resultados deste estudo mostram que essa variagao é
devida essencialmente a flutuagdo da temperatura do laboratdrio, o que
influencia na viscosidade da fase mével, e consequentemente a pressao da
coluna e os t, das FQs. Em outros estudos, serd essencial usar um forno para
colunas, para proceder & andlise cromatografica em temperatura controlada.

As FQs possuem propriedades fluorescentes e podem ser efeti-
vamente detectadas por fluorimetria, uma vez que a intensidade da
emissdo de fluorescéncia é diretamente proporcional a concentragéo.
O espectro de fluorescéncia consiste numa banda larga dentro de 350

2400 nm para as quinolonas acidas e 440 a 500 nm para as quinolonas
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piperazinicas. Outros estudos apresentam as excitacdes/emissoes uti-
lizadas (Tabela 1). Os comprimentos de onda na faixa de 277 a 490 nm
sd0 os que possuem melhores resolugdes para as FQs segundo estudo
realizado por Espinosa-Mansilla et al. (2006). Os comprimentos de onda
selecionados neste estudo correspondem a um comprimento de onda de
excitagdo 278 nm e um comprimento de onda de emissao 450 nm, os
mesmos comprimentos de onda também foram utilizados por Seifrtova
et al. (2009) e Pena et al. (2010) para as fluoroquinolonas.

A fluorescéncia depende fortemente do pH do meio, sendo a maior
intensidade de fluorescéncia obtida em pH baixo (de 2,5 a 4,5), o que
estd de acordo com a fase mével escolhida (pH 3,0) (MIRANDA, 2001).
Com esses valores de pH, a forma predominante das quinolonas pipe-
razinicas é a cationica (ZHANG et al., 2009; PEREIRA, 2009; PICO;
ANDREU, 2007; VAZQUEZ-ROIG et al., 2010).

A presenga de um grupo dcido (grupo carboxilico) e de um
grupo bdsico (amina tercidria) atribui ao composto propriedades
anfotéricas, podendo, desse modo, existir mais do que uma espé-
cie presente em solu¢do, dependendo do pH. Tal possibilidade
decorre da protonagao/desprotonagao desses grupos, fazendo com
que as quinolonas possam existir sob as formas catidnica, anio6-

nica ou zwiteridnica .

Otimizacao do método de extracao

Tendo como objetivo principal desenvolver um método de extragdo o
mais simples possivel, na otimiza¢ao da quantidade de urina humana a
ser utilizada na preparagao da amostra foram testados varios volumes.
Inicialmente partimos de um volume maior de amostra para aumen-
tar a sensibilidade do método, mas devido & influéncia de interferentes
presentes na urina, foi necessario reduzi-lo.

Nos estudos de otimizagao, o volume inicial de urina foi de 15 mL
e a desproteinizagdo da amostra foi testada com dois acidos diferentes,
acido cloridrico e cido sulfarico. Apds a desproteinizagio, procedeu-se
com a agitacdo em vortex (1 min) da amostra e banho de ultrassom
(5 min), seguida de centrifugacio por 5 min.

Em relagdo ao agente desproteinizante, o acido sulftrico propor-
cionou uma melhor separagdo cromatografica, enquanto que os extra-
tos com o acido cloridrico apresentavam efeito de cauda (QUEIROZ;
COLLINS; JARDIM, 2001). Assim, o volume final utilizado foi de

4,0 mL de urina acidificada a pH 2,0 com 4cido sulfurico.

Tabela 1 - Comprimento de excitacdo/emissao para fluoroquinolonas
utilizados por outros autores.

Comprimento de excitagdo/emissao
Autores iy "
utilizado para fluoroquinolonas

Espinosa-Mansilla et al. 2006) 2771490 nm
Krol, Beck e Benham (1995) 2771418 nm
Marazuela e Moreno-Bondi (2004) 280/440 nm
Vybiralova et al. (2005) 280/446 nm
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De modo a maximizar a recuperagio das trés FQs, procedemos ao
estudo de varios tempos de extragdo em banho de ultrassom.Os valo-
res mais elevados foram encontrados ao fim de 5 min, e o aumento do
tempo de extragdo ndo correspondeu a um aumento na percentagens
de recuperagio. Devido aos interferentes presentes no extrato, e para
minimizar o efeito de matriz, procedemos a um estudo de otimizagao
da temperatura e for¢a de centrifugagio, fatores importantes na elimi-
nacdo dos interferentes. Nessa fase, foram executados varios ensaios a
diferentes forgas de centrifugacio e a diferentes temperaturas, de modo
aavaliar a elimina¢ao do maior numero de interferentes. Assim, aumen-
tando a forga centrifuga a 4.444 g, procedeu-se a apreciagdo do efeito da
temperatura, a 20°C, 10°C e a 5°C. Assim, e de acordo com o esperado,
os melhores resultados foram obtidos a 5°C (ZHAO et al., 2007).

Antes da inje¢do no CLAE-DF, as amostras foram filtradas através

de filtro de membrana (0,45 mm).
Validacao

Seletividade
A matriz da amostra pode conter componentes que interferem no
desempenho da medigao. Os interferentes podem aumentar ou reduzir o
sinal, e a magnitude do efeito também pode depender da concentragao.
De modo a avaliar os interferentes presentes na amostra foram
efetuados ensaios em branco, em um numero de amostras repre-
sentativas da urina humana (n=15). A Figura 2A ilustra uma amos-
tra de um branco na matriz urina, que demonstra a auséncia de
interferentes nos t, das FQs em estudo nas amostras analisadas
segundo as condigdes de trabalho descritas, indicando a seletivi-
dade da metodologia proposta.
A Figura 2B destaca o cromatograma obtido com a urina fortificada

com as trés fluoroquinolonas durante as analises do método.

Linearidade

A curva de calibragao foi preparada com uma amostra de urina em
branco com padrdes de solugao das trés FQs diferenciando no inter-
valo de concentragao, que foi de 1 a 10 ug.mL" para NOR e CIPRO e
la 20 pg.mL" para OFLO.

Os coeficientes de correlagdo da curva (r?) foram de 0,997; 0,998 e
0,998 para OFLO NOR e CIPRO, respectivamente. Observa-se que as
trés FQs apresentaram respostas lineares para as faixas de concentragdes
utilizadas no estudo, estando de acordo com as normas exigidas pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (ANVISA, 2003).

Limite de deteccao e limite de quantificacao
Os LD foram estabelecidos com base na relagdo de trés vezes o
ruido da linha de base. Onde DPa é o desvio padrdo do intercepto

com o eixo do Y nas trés curvas de calibragdo e IC é o coeficiente
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angular da curva analitica. O LQ foi calculado pelo uso de 10 vezes
o desvio padrdo do coeficiente linear dividido pelo coeficiente
angular (ANVISA, 2003).

Os LD obtidos para as trés FQs foram de 0,3 mg.mL"' e o LQ obtido

segundo tais condi¢des de trabalho foi de 1,0 mg.mL™.

[mV]+

300

2504

Voltagem
N
o
e

1504

1004

50+

0 5 10 15 20

Tempo (min)

[mV] -

300

NOR

N

19,1

o
1

CIPRO

Voltagem
N
o
o
1

—_

9]

o
1

OFLO

10 15 20

Tempo (min)

Figura 2 - Cromatogramas. (A) amostra do ensaio em branco com urina
humana, (B) ensaio de fortificacdo com4mg.mL'de cadafluoroquinolona
estudada na urina (ofloxacina, norfloxacina e ciprofloxacina).
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Recuperacgao
A recuperagio foi para 5 niveis de fortificagdo, efetuando 5 ensaios, entre
1a20ug.mL" paraa OFLO, e entre 1a 10 pug.mL" paraa NOR e CIPRO.
As porcentagens de recuperagdo obtidas a partir de amostras de
urina fortificadas com as FQs atingiram valores elevados, variando de 80
a 107% com CV relativamente baixo (Tabela 2). Esses valores demons-
traram que o método esta de acordo com o estabelecido pela ANVISA
(ANVISA, 2003), que determina que as porcentagens de recuperagao
devem estar proximas de 100% admitindo-se valores de CV menores

ou iguais a 20% estabelecidos para os niveis de concentragao em estudo.

Repetitividade e precisdo intermediaria

A repetitividade foi avaliada por inje¢do, no mesmo dia, das solugées
referidas em triplicata (n=3) e a precisao intermediaria durante trés
dias consecutivos (ANVISA, 2003).

A repetitividade e a precisdo intermedidria foram estabelecidas
para as andlises das amostras de urina fortificadas a trés niveis de for-
tificagdo (1, 10 e 20 pg.mL"' para OFLO e 1,4 e 10 pg.mL' para NOR
e CIPRO) (Tabela 3).

A repetitividade, expressa em CV, foi inferior a 6% (Tabela 3).
Os valores de precisdo intermedidria, para os trés niveis de fortifi-
cagdo, variaram entre 1,65 e 8,94% para a OFLO, 2,29 a 5,24% para
aNOR e 2,12 a 5,96% para a CIPRO. Esses resultados provam que o
método proposto apresenta uma avaliacdo da precisdo adequada
para a analise desses antibioticos em amostras de urina, uma vez
que os valores de CV obtidos foram inferiores a 6,0%. A precisdo
intermediaria se mostrou semelhante a repetitividade, apresentando
uma tendéncia de diminuigdo a medida que os niveis de fortifica-
¢do aumentavam com valores de CV inferiores a 8,9%. Os valores
estdo de acordo com as caracteristicas da amostra. Normalmente,
métodos que quantificam compostos em macro quantidades reque-
rem um CV de 1,0 a 2,0%. Em métodos de analise de tragos ou
impurezas, sdo aceitos CV de até 20%, dependendo da complexi-
dade da amostra (RIBANI ef al., 2004).

DISCUSSAO

Na literatura encontra-se descrito um nimero significativo de meto-
dologias analiticas para a quantificagdo das FQs em diversas matrizes,
como em plasma humano (LIANG; KAYS; SOWINSKI, 2002; DE SMET
et al., 2009; SOUSA et al., 2010), em tecidos de animais (PEREIRA,
2009; POSYNIAK; ZMUDZKI; SEMENIUK, 2001; SCHNEIDER;
DONOGHUE, 2002) e em amostras ambientais (RAMOS PAYAN et al.,
2011; PENA et al., 2010; SEIFRTOVA et al., 2008).

No que se refere a matriz urina humana, os métodos utilizados por
Mascher e Kikuta (1998) e Espinosa-Mansilla et al. (2006) também
utilizaram CLAE-DF para analise de FQs. Mascher e Kikuta (1998)
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estudaram apenas a identificagao de NOR, enquanto Espinosa-Mansilla
et al. (2006) procederam & quantificagdo simultdnea de mais de uma
FQ, porém sem contemplar a determinagdo de CIPRO. Dentre as FQs
utilizadas hoje, a CIPRO ¢é a mais importante e estd entre os 343 medi-
camentos mais utilizados no mundo, estando presente no Formulario
Terapéutico Nacional Rename 2010.

O método de Ballestreros et al. (2003) determinou simulta-
neamente OFLO, NOR e CIPRO em urina por extragdo em fase
solida em CLAE-IES-EM (ionizagédo por electrospray). Eles conse-
guiram um limite de detecgdo bastante baixo, 13 ug.L"! para NOR,
21 pg.L'para OFLO e 17 ug.L"! para CIPRO, mas utilizando um
método mais caro e mais trabalhoso do que o utilizado por este
trabalho e por Espinosa-Mansilla et al. (2006). Ja Goyal, Rana e
Chasta (2012) utilizaram um método de detecgdo eletroquimica
que é um método menos seletivo do que a CLAE e o método foi
desenvolvido apenas para a NOR .

O presente trabalho propds uma metodologia analitica simples, sem
necessidade de recorrer a etapa de clean-up que geralmente exige o uso
de grandes quantidades de solventes organicos e outros procedimentos,
como a extragdo em fase solida. Essas simplificagdes contribuiram paraa
facilidade de operagao, o baixo custo do método desenvolvido, a rapidez
da anélise laboratorial e a reducdo do consumo de solventes. A elimina-
¢do de interferentes e a obtengdo de extratos limpidos foram alcangadas
pela otimizagdo da centrifugagdo, aumentando a for¢a centrifuga (g) e
reduzindo a temperatura de centrifuga¢iao, como foi descrito anterior-
mente. O método foi validado e mostrou-se seletivo, preciso e com boa
recuperagdo para a determinagdo simultanea das trés FQs em estudo na
matriz urina humana. Os resultados obtidos através da analise de regres-

sdo linear das curvas de calibragdo obtidas para a matriz demonstram

boa linearidade para todos os trés compostos analisados. A analise
desses dados permite inferir que os requisitos de linearidade exigidos
pela ANVISA foram atendidos, ja que o critério minimo aceitavel do
coeficiente de correlagdo (r*) deve ser igual a 0,99 (ANVISA, 2003).

A detecgdo fluorimétrica permitiu um maior grau de seletividade, cons-
tituindo um poderoso método analitico na analise de residuos de FQs, prin-
cipalmente quando a necessidade de reduzir as interferéncias nas matrizes,
uma vez que existem poucos compostos naturais que possuem fluorescéncia
(GIL,2009; GOLET et al.,2001; GONZALEZ et al., 2006; PENA et al., 2010;
SEIFRTOVA et al., 2008). A fluorescéncia das FQs permite a sua deteccio
seletiva, podendo alcangar limites de detecgio bastante baixos utilizando uma
metodologia mais acessivel e mais barata relativamente a espectrometria de
massa, permitindo a identificagéo e quantificagdo simultdnea de OFLO, NOR
e CIPRO na urina humana (PENA et al., 2010; PEREIRA, 2009).

Tabela 3 - Repetitividade e precisao intermediaria para ofloxacina,
norfloxacina e ciprofloxacina em amostra de urina humana.

Precisao

Fluoroguino- | Nvelde | o eracao | Ntermedidria | Repetitividade
q fortificacao perag (coeficiente | (coeficiente de

lonas . (%) o o

(ug.mL" de variacdo | variacdo %)
(%)

1 78,30 165 2,89

Ofloxacina 10 9395 748 437

20 8118 894 469

1 8158 229 314

Norfloxacina 4 9787 524 391

10 92,29 522 397

1 74,20 212 259

Ciprofloxacina 4 96,27 572 603

10 92,33 596 41

Tabela 2 - Recuperacgao para ofloxacina, norfloxacina e ciprofloxacina em amostra de urina humana.

Fluoroguinolonas Concentracao agicionada Concentracao méd_ia Desvio pafslréo Coeficiente de variacao Recuperacso (%)
(ug.mL") encontrada (ug.mL") (ug.mL") (%)
1 081 013 1641 8116
2 172 020 165 8585
Ofloxacina 4 401 001 022 10031
r’=0997 10 10,74 052 4,86 10739
15 15,22 015 101 10145
20 1950 035 18 9752
1 082 013 1545 8206
Norf ) 2 199 001 033 9953
ooes 4 428 020 467 10707
6 600 000 003 9996
10 991 007 066 99,08
1 080 (0)%) 1716 8047
Cibro _ 2 213 009 438 10660
P 4 419 013 319 10472
6 589 008 129 98,20
10 998 001 012 9982
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CONCLUSOES

O método analitico desenvolvido e validado comprovou ser simples, sele-
tivo, preciso e com boa recuperagio para a determinagao simultanea das

trés FQs em estudo, OFLO, NOR e CIPRO, em amostras de urina humana.

A metodologia analitica proposta apresenta-se como importante fer-
ramenta analitica na avaliacdo do comportamento das FQs em estudo na
urina humana, para a avaliagao da sua remogao durante os diferentes tipos

de tratamentos propostos, com vista & sua utilizagdo como fertilizante.
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