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RESUMO 
  

MOREIRA, B. J. Desenvolvimento e validação de técnicas de microextração para análise 
do fluconazol em fluidos biológicos. 2018. 134 f. Tese (Doutorado) - Faculdade de Ciências 
Farmacêuticas de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2018. 
 
O fluconazol (FLU) é um antifúngico de amplo espectro de ação desenvolvido na década de 
80. Sua análise em amostras biológicas já foi descrita utilizando várias técnicas de preparo 
como a extração líquido-líquido, em fase sólida, a ultrafiltração e a precipitação de proteínas. 
No entanto, estas extrações requerem trabalho laboratorial intenso e, muitas vezes, o uso de 
grandes volumes de solventes orgânicos. Assim, o objetivo deste estudo foi o 
desenvolvimento de métodos para a quantificação do fluconazol em amostras de líquor 
utilizando a microextração líquido-líquido dispersiva (DLLME) e em amostras de plasma 
utilizando a microextração em fase líquida com fibra oca (HF-LPME). Para a definição das 
condições de extração do FLU foram utilizados delineamentos fatoriais fracionados e 
delineamentos compostos centrais. A condição estabelecida para extração por DLLME 
utilizou apenas 200 µL de líquor e clorofórmio e isopropanol como solvente extrator e 
dispersor, respectivamente. Para a HF-LPME a condição de extração selecionada fez uso de 
500 µL de plasma, sendo a precipitação de proteínas realizada com Na2SO4. A fibra de 
polipropileno de 13 cm foi impregnada com solução de octanol:Adogen® 464 (90:10, v/v), a 
fase aceptora foi composta por NaCl 1 mol.L-1 e várias amostras foram extraídas 
simultaneamente. Para a análise nos dois métodos foi utilizada a cromatografia líquida de alta 
eficiência com detector de arranjo de diodos, sendo a fase móvel composta por etanol e água. 
A validação dos métodos procedeu-se de acordo com os guias da ANVISA e EMA e foi 
obtida faixa linear de análise de 0,25 a 62,5 µg.mL-1, recuperação de 70 % para o FLU e de 81 
% para a fenacetina por DLLME e o intervalo linear de 1,0 a 62,5 µg.mL-1, com recuperação 
de 12 % para o FLU por HF-LPME mediada por carreador. Os valores de precisão e exatidão 
permaneceram dentro dos limites recomendados, as amostras mantiveram-se estáveis e os 
métodos foram seletivos e não apresentaram efeito residual, sendo aplicados para 
determinação da concentração do FLU em amostras de um paciente em tratamento para 
neuromicose utilizando o fármaco estudado. Portanto, os métodos desenvolvidos utilizaram 
baixos volumes de solventes e de amostra, apresentaram faixa linear ampla, que permite a 
análise de amostras de pacientes que fazem uso de diferentes esquemas terapêuticos e, até o 
momento, são os únicos métodos descritos que fizeram uso de técnicas de microextração para 
a análise do FLU em amostras biológicas. 
 
Palavras-chave: Fluconazol. Microextração líquido-líquido dispersiva. Microextração em fase 
líquida com fibra oca mediada por carreador. Líquor. Plasma. 
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ABSTRACT 
 

MOREIRA, B. J. Development and validation of liquid microextraction techniques for 
fluconazole analysis in biological fluids. 2018. 134 f. Thesis (Doctoral) - Faculdade de 
Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2018. 
 
Fluconazole (FLU) is a broad-spectrum antifungal agent developed in the 80’s, which analysis 
in biological samples has already been described using several sample preparation techniques 
such as liquid-liquid extraction, solid-phase extraction, ultrafiltration and protein 
precipitation. These extractions require intensive work and sometimes the use of large 
amounts of organic solvents, thus, the aim of this study was the development of two methods 
for FLU quantification in cerebrospinal fluid (CSF) samples by dispersive liquid-liquid 
microextraction (DLLME) and in plasma by using hollow fiber liquid phase microextraction 
(HF-LPME). For extraction optimization, fractional factorial designs and central composite 
designs were employed. The condition established for DLLME used 200 μL of CSF and 
chloroform and isopropyl alcohol as extraction and disperser solvents. For HF-LPME method 
the extraction was performed with 500 μL of plasma and protein precipitation  with Na2SO4. 
Also, a 13 cm polypropylene fiber impregnated with octanol: Adogen® 464 (90:10, v/v) and 
an acceptor phase consisting of NaCl 1 mol L -1 were used and several samples were extracted 
simultaneously. Quantification for both methods was performed using high performance 
liquid chromatography with diode array detector and the mobile phase was composed of 
ethanol and water. The validation was performed according to ANVISA and EMA guidelines 
and for DLLME method a recovery of 70% for FLU and 81% for phenacetin and a linear 
range from 0.25 to 62.5 μg.mL-1 were obtained. For carrier mediated HF-LPME method a 
range from 1.0 to 62.5 μg.mL-1 and a recovery of 12% for FLU were achieved. The precision 
and accuracy values were within the recommended limits, samples kept stable and the 
developed methods were selective, had no residual effect and were applied to determine the 
FLU concentration in samples of a patient treated for neuromycosis. Therefore, the developed 
methods used low solvent and sample volumes and showed wide linear range, which allows 
the analysis of samples from patientes that make use of different therapeutic schemes and, so 
far, are the only ones described in literature that are based on microextraction techniques for 
FLU analysis in biological samples. 
 
 
Keywords: Fluconazole. Dispersive liquid-liquid microextraction. Carrier mediated hollow 
fiber liquid phase microextraction. Cerebrospinal fluid. Plasma. 
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1   INTRODUÇÃO GERAL 

1.1 Fluconazol (FLU) 

Os fungos são micro-organismos encontrados em vários ambientes como solo, água, 

ar, plantas e animais. Algumas espécies apresentam potencial patogênico para o homem e 

podem levar ao desenvolvimento de micoses, que podem ser superficiais, subcutâneas ou 

sistêmicas. Para o tratamento destas doenças são utilizados os antifúngicos, contudo a 

terapêutica pode ser limitada por problemas de segurança, baixa eficiência e resistência 

microbiana (CORRÊA; SALGADO, 2011).  

Até a década de 1940, o tratamento de infecções sistêmicas era limitado a poucas 

substâncias. A era da quimioterapia antifúngica teve início com a disponibilização da 

anfotericina B na década de 1950, fármaco que continua sendo o tratamento padrão para 

infecções graves até hoje, porém, os efeitos adversos relacionados à infusão e a 

nefrotoxicidade relacionada à dose levaram a busca por compostos menos tóxicos e que 

pudessem ser administrados por via oral e intravenosa (LEWIS, 2011). Por isso, a partir da 

década de 70, os compostos imidazólicos foram inseridos na prática clínica, fornecendo a 

possibilidade de administração por via oral e largo espectro de ação. Por fim, na década de 90, 

os compostos triazólicos foram descobertos, apresentando além das vantagens dos compostos 

imidazólicos, uma maior atividade e biodisponibilidade (MARTINEZ, 2006).  

Os azóis são fármacos totalmente sintéticos e com tempo de meia-vida 

suficientemente longo para permitir uma terapia de uma a duas doses diárias. O seu 

mecanismo de ação é baseado na inibição da biossíntese do ergosterol, que é o principal 

componente da membrana celular dos fungos (CORRÊA; SALGADO, 2011; EKIERT; 

KRZEK; TALIK, 2010) e são classificados em imidazólicos e triazólicos, de acordo com o 

anel pentagonal de sua estrutura química (Figura 1). Os imidazólicos apresentam três 

carbonos e dois átomos de nitrogênio (cetoconazol e miconazol) e os triazólicos apresentam 

três atomos de nitrogênio e dois de carbono (fluconazol, itraconazol, voriconazol e 

posaconazol) (MARTINEZ, 2006), sendo que os últimos têm sítios de ação mais específicos e 

inibem a enzima citocromo P450 lanosterol 14-α-demetilase (Figura 2), o que compromete a 

síntese do ergosterol na membrana citoplasmática e leva ao acúmulo de 14-α-metilesteróis, 

compostos capazes de desagregar o arranjo compacto das cadeias acíclicas de fosfolipídios. 

Desta maneira, ocorre o comprometimento das funções de sistemas enzimáticos ligados à 

membrana, como as enzimas do sistema de transporte de elétrons e a ATPase, o que ocasiona 

a inibição do crescimento dos fungos (ação fungistática) (CORRÊA; SALGADO, 2011; 
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EKIERT; KRZEK; TALIK, 2010). 

 

Figura 1 - Estrutura química dos antifúngicos azólicos  

 
Fonte: elaborada pelo autor, com base em Lewis (2011).  
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Figura 2 - Mecanismo de ação dos triazóis  

 
Fonte: elaborada pelo autor, com base em Corrêa e Salgado (2011) e Ekiert, Krzek e Talik (2010).  

 

O FLU é um bistriazol desenvolvido na década de 1980 (BAFELTOWSKA; 

BUSZMAN, 2005; HILLIS et al., 2004; WATTANANAT; AKARAWUT, 2006). É um 

antifúngico de amplo espectro de ação (BAFELTOWSKA; BUSZMAN, 2005), indicado para 

o tratamento de dermatomicoses (HILLIS et al., 2004), meningites (BAFELTOWSKA; 

BUSZMAN, 2005; CORRÊA; SALGADO, 2011) e candidíases orofaríngea, esofágica, 

vaginal e profunda (CORRÊA; SALGADO, 2011; PORTA, CHANG, STORPIRTIS, 2005). 

Também tem impacto na redução de infecções por Candida sp. em pacientes com neutropenia 

(CORRÊA; SALGADO, 2011), assim como pode ser útil na prevenção de infecções em 

pacientes submetidos a quimioterapia e radioterapia (JEBALIYA et al., 2013), na prevenção e 

no tratamento de infecções em pacientes com síndrome da imunodeficiência adquirida 

(GROSS et al., 2001; HILLIS et al., 2004) e na prevenção de sepse em pacientes queimados 

(SANTOS et al., 2010). 
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Este fármaco pode ser administrado por via intravenosa (CORRÊA; SALGADO, 

2011; EKIERT; KRZEK; TALIK, 2010) ou por via oral. A biodisponibilidade, quando é 

administrado oralmente, é superior a 90 % (CARRASCO-PORTUGAL; FLORES-

MURRIETA, 2007; JOVANOVIC et al., 2005; KIM et al., 2007), não sofrendo influência da 

presença de alimentos ou de alterações no pH gástrico (COUSIN et al., 2003; WILDFEUER 

et al., 1997). Concentrações plasmáticas de 4,6 e 9 µg.mL-1 foram alcançadas no estado de 

equilíbrio, após a administração de doses múltiplas de 200 e 400 mg, respectivamente 

(COUSIN et al., 2003). Já quando o tratamento foi realizado com 800 mg por dia valores de 

concentração no soro de 17 a 60,5 µg.mL-1 foram obtidos (SCHIAVE et al., 2018). Por se 

difundir facilmente, o FLU também pode ser encontrado em líquor (CSF), escarro, saliva e 

leite. No CSF as concentrações correspondem de 50 a 90 % dos níveis plasmáticos 

(CORRÊA; SALGADO, 2011; EKIERT; KRZEK; TALIK, 2010) como observado por 

Bafeltowska e Buszman (2005) que, por meio de análise de amostras provenientes de 

pacientes com meningites coccidioidal e criptocócica mostraram que doses de 50-400 mg por 

dia promovem a penetração substancial do FLU neste fluido. 

O FLU é um composto pouco metabolizado e a maior parte do fármaco administrado 

(80 %) é eliminado inalterado na urina (BELAL et al., 2014; CARRASCO-PORTUGAL; 

FLORES-MURRIETA, 2007; EERKES; SHOU; NAIDONG, 2003). A baixa metabolização 

deve-se a estabilidade do anel triazólico ao ataque oxidativo, ao bloqueio estérico da hidroxila 

e ao bloqueio da hidroxilação aromática fornecida pela presença dos dois átomos de flúor 

(CORRÊA; REICHMAN; SALGADO, 2012). Aproximadamente 11 % do FLU são 

excretados na urina como metabólitos (JOVANOVIC et al., 2005), tendo sido identificados 

por Brammer et al. (1991) os conjugados glicuronídeos do fluconazol e o fluconazol N-óxido. 

Logo, a via renal é responsável por mais de 90 % da eliminação (CORRÊA; SALGADO, 

2011) e o fármaco apresenta tempo de meia-vida de 25-30 horas (BAFELTOWSKA; 

BUSZMAN, 2005; CORRÊA; SALGADO, 2011). 

Este antifúngico possui ligação às proteínas plasmáticas de 11-12 % 

(BAFELTOWSKA; BUSZMAN, 2005; CARRASCO-PORTUGAL; FLORES-MURRIETA, 

2007; CORRÊA; SALGADO, 2011; KIM et al., 2007) e pode ter sua concentração plasmática 

diminuída pelo uso concomitante de indutores do CYP3A, como a rifampicina. Ao mesmo 

tempo, seu uso pode reduzir o metabolismo de medicamentos como a ciclosporina, a 

fenitoína, o ritonavir e a varfarina pela inibição do citocromo P450 (CYP), principalmente o 

CYP3A (MORAES et al., 1999).  
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As principais reações adversas do FLU são erupções cutâneas, náusea, vômito, dor 

abdominal, dor de cabeça e alopecia em pacientes que fazem tratamento prolongado com 

doses diárias de 400 mg (CORRÊA; SALGADO, 2011). 

O FLU é uma base fraca, com log P = 0,5 a 37 ºC e fórmula molecular C13H12F2N6O. 

É um composto que apresenta alta estabilidade em solução aquosa e três valores de pKas: 

11,01 ± 0,29; 2,94 ± 0,10 e 2,56 ± 0,12 (Figura 3). Além disso, o grupamento fenil contendo 

halogênios presente em sua estrutura promove o aumento da atividade antifúngica e da 

solubilidade em água, com consequente melhora de sua biodisponibilidade (CORRÊA; 

SALGADO, 2011; CORRÊA; REICHMAN; SALGADO, 2012). 

 

Figura 3 - Estrutura química do FLU e grupos relacionados a sua ionização  

 
Fonte: elaborada pelo autor, com base em Corrêa, Reichman e Salgado (2012). 

 

A determinação da concentração de FLU em fluidos biológicos pode auxiliar na 

definição da dose a ser administrada (DECOSTERD et al., 2010; SAFAEI et al., 2015) e é de 

relevância clínica no tratamento de infecções causadas por fungos com baixa susceptibilidade 

ao fármaco, em pacientes com adesão terapêutica duvidosa ou em tratamentos com 

medicamentos que interferem em seu metabolismo e quando a farmacocinética é imprevisível 

(pacientes queimados, com rápido declínio da função renal ou em hemodiálise) (COCIGLIO 

et al., 1996; EGLE; TRITTLER; KUMMERER, 2004; MAJCHERCZYK et al., 2002; 

SANTOS et al., 2010). Entretanto, para se realizar a quantificação de fármacos em matrizes 

biológicas uma etapa de preparo de amostra é geralmente realizada com o intuito de extrair e 
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concentrar os analitos e remover grande parte dos componentes endógenos da matriz 

(PSILLAKIS; KALOGERAKIS, 2003; XIA et al., 2012). Para isto, técnicas como a extração 

líquido-líquido (LLE), a extração em fase sólida (SPE), a precipitação de proteínas e a 

filtração em membranas podem ser utilizadas. Uma das características da maioria destas 

técnicas é o uso de quantidades relativamente altas de solventes, que podem oferecer risco a 

saúde humana e podem ser prejudiciais ao meio ambiente (KOHLER; SCHAPPLER; 

RUDAZ, 2013). Outro inconveniente é que, muitas vezes, é requerido o uso de pelo menos 

um mililitro de amostra biológica, o que dificulta a determinação quando a quantidade é 

limitada.  

Como pode ser visto na Tabela 1, para a análise do FLU em plasma, os métodos 

descritos na literatura utilizaram a LLE, a SPE, a precipitação de proteínas e a ultrafiltração e 

para a análise em CSF os métodos descritos utilizaram a LLE e a SPE, sendo que até o 

momento, nenhum estudo foi realizado para a determinação do FLU em matrizes 

biológicas fazendo uso de técnicas de microextração.  
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Tabela 1 - Métodos descritos na literatura para quantificação de FLU em amostras biológicas 
(continua) 

Matriz biológica 

(quantidade) 

Método de 

extração 

Método de 

quantificação 

Limite de 

quantificação 

Referência 

Líquor (20 µL) SPE automatizada LC-HRMS 0,040 µg.mL-1 (QU et al., 2017) 

Líquor (500 µL) LLE GC-ECD 0,100 µg.mL-1 (REGE et al., 1992) 

Líquor (500 µL) LLE HPLC-UV 0,200 µg.mL-1 (WALLACE, et al., 1992) 

Líquor (1 mL) SPE HPLC-UV 1,560 µg.mL-1 (BAFELTOWSKA; 
BUSZMAN, 2005) 

Líquor (--------) LLE HPLC-UV 0,500 µg.mL-1 (SCHIAVE, et al., 2018) 

Plasma (20 µL) SPE automatizada LC-HRMS 0,040 µg.mL-1 (QU et al., 2017) 

Plasma (50 µL) PPT LC-MS/MS 0,010 µg.mL-1 (TOUSSAINT et al., 2017) 

Plasma (50 µL) LLE  LC-MS 0,500 µg.mL-1 (EERKES; SHOU; 
NAIDONG, 2003) 

Plasma (70 µL) PPT LC-MS/MS 0,010 µg.mL-1 (WU et al., 2009) 

Plasma (100 µL) PPT UPLC-MS/MS 0,010 µg.mL-1 (DECOSTERD et al., 2010) 

Plasma (100 µL) PPT  LC-MS 0,050 µg.mL-1 (HILLIS et al., 2004) 

Plasma (100 µL) LLE GC-ECD 0,010 µg.mL-1 (BEIJNEN et al., 1991) 

Plasma (100 µL) SPE automatizada LC-MS/MS 0,014 µg.mL-1 (BESTE; BURKHARDT, 
KAEVER, 2012) 

Plasma (160 µL) SPE in-line LC-MS/MS 0,001 µg.mL-1 (MITCHELL et al., 2010) 

Plasma (200 µL) LLE HPLC-UV 0,400 µg.mL-1 (SANTOS et al., 2010) 

Plasma (200 µL) LLE MEKC 0,125 µg.mL-1 (VONHEEREN et al., 1996) 

Plasma (200 µL) SPE off-line LC-MS/MS 0,001 µg.mL-1 (MITCHELL et al., 2010) 

Plasma (240 µL) Ultrafiltração HPLC-UV 0,195 µg.mL-1 (MAJCHERCZYK et al., 
2002) 

Plasma (300 µL) SPE HPLC-UV 0,050 µg.mL-1 (GORDIEN et al., 2009) 

Plasma (400 µL) LLE HPLC-UV 0,200 µg.mL-1 (SASONGKO et al., 2003) 

Plasma (450 µL) PPT HPLC-UV 0,061 µg.mL-1 (SAFAEI et al., 2015) 

Plasma (500 µL) -------- HPLC-UV 0,400 µg.mL-1 (COCIGLIO et al., 1996) 

Plasma (500 µL) LLE HPLC-UV 0,050 µg.mL-1 (KIM et al., 2007) 

Plasma (500 µL) LLE HPLC-UV 0,100 µg.mL-1 (KOKS et al., 1995) 

Plasma (500 µL) LLE HPLC-UV 0,200 µg.mL-1 (WALLACE, et al., 1992) 

Plasma (500 µL) LLE HPLC-UV 0,250 µg.mL-1 (PORTA, CHANG, 
STORPIRTIS, 2005) 

Plasma (500 µL) LLE GC-ECD 0,100 µg.mL-1 (REGE et al., 1992) 

Plasma (500 µL) SPE HPLC-UV 0,200 µg.mL-1 (WATTANANAT; 
AKARAWUT, 2006) 

Plasma (500 µL) SPE LC-MS/MS usado como IS (BHARATHI et al., 2008) 

Plasma (1 mL) SPE MEKC 0,125 µg.mL-1 (VONHEEREN et al., 1996) 
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Tabela 1 - Métodos descritos na literatura para quantificação de FLU em amostras biológicas 
(conclusão) 

Matriz biológica 

(quantidade) 

Método de 

extração 

Método de 

quantificação 

Limite de 

quantificação 

Referência 

Plasma (1 mL) LLE HPLC-UV 0,125 µg.mL-1 (LIEW et al., 2012) 

Plasma (1 mL) LLE HPLC-UV 0,200 µg.mL-1 (MCLACHLAN et al., 2001) 

Plasma (1 mL) LLE HPLC-UV 0,100 µg.mL-1 (CARRASCO-PORTUGAL; 
FLORES-MURRIETA, 2007) 

Plasma (1 mL) Não realizada HPLC-UV 1,090 µg.mL-1 (BELAL et al., 2014) 

Plasma (--------) LLE HPLC-UV 0,500 µg.mL-1 (DE SOUSA et al., 2011) 

Plasma (--------) LLE HPLC-UV 0,050 µg.mL-1 (YUAN et al., 2014) 

Plasma (--------) PPT UPLC-MS/MS 0,010 µg.mL-1 (SONG et al., 2015) 

Plasma (--------) PPT LC-MS/MS 0,100 µg.mL-1 (VERDIER et al., 2010) 

Sangue (300 µL) SPE HPLC-UV 0,500 µg.mL-1 (ZHANG et al., 2008) 

Soro (20 µL) PPT UPLC-MS/MS 1,000 µg.mL-1 (BASU et al., 2017) 

Soro (100 µL) PPT LC-MS/MS 0,500 µg.mL-1 (ALFFENAAR et al., 2010) 

Soro (150 µL) SPE in-line HPLC-UV 0,650 µg.mL-1 (EGLE; TRITTLER; 
KUMMERER, 2004) 

Soro (500 µL) LLE HPLC-UV 0,200 µg.mL-1 (WALLACE, et al., 1992) 

Soro (1 mL) LLE HPLC-UV 0,300 µg.mL-1 (JOVANOVIC et al., 2005) 

Soro (--------) PPT LC-MS/MS 0,060 µg.mL-1 (CHAHBOUNI et al., 2010) 

Soro (--------) LLE HPLC-UV 0,500 µg.mL-1 (SCHIAVE, et al., 2018) 

Saliva (250 µL) LLE HPLC-UV 1,000 µg.mL-1 (KOKS et al., 1995) 

Urina (1 mL) LLE HPLC-UV 2,000 µg.mL-1 (MCLACHLAN et al., 2001) 

Urina (1 mL) LLE HPLC-UV 0,250 µg.mL-1 (BARANOWSKA; 
MARKOWSKI; 
BARANOWSKI, 2009) 

Urina (1 mL) Não realizada HPLC-UV 1,090 µg.mL-1 (BELAL et al., 2014) 

Urina (1 mL) SPE HPLC-UV 1,280 µg.mL-1 (HERMAWAN et al., 2013) 

LLE - extração líquido-líquido, PPT - precipitação de proteínas, SPE - extração em fase sólida, (-------
-) - informação não encontrada, GC-ECD - cromatografia gasosa com detector por captura de elétrons, 
HPLC-UV - cromatografia líquida de alta eficiência com detector UV, LC-MS - cromatografia líquida 
acoplada à espectrometria de massas, MEKC - cromatografia eletrocinética micelar, LC-HRMS - 
cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas de alta resolução, UPLC-MS/MS - 
cromatografia líquida de ultra eficiência acoplada à espectrometria de massas em tandem, LC-MS/MS 
- cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas em tandem. 
 

Já dentre as técnicas analíticas, a maioria utilizou cromatografia líquida de alta 

eficiência (HPLC) como demonstrado nos trabalhos de revisão de Corrêa e Salgado (2011) e 

Ekiert, Krzek e Talik (2010). Também estão disponíveis métodos utilizando a cromatografia 
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gasosa (GC), a eletroforese capilar (CE), a cromatografia líquida de ultra eficiência acoplada à 

espectrometria de massas em tandem (UPLC-MS/MS) e a cromatografia líquida acoplada à 

espectrometria de massas (LC-MS) (Tabela 1). 

Assim, esta tese descreverá o desenvolvimento de métodos para a quantificação do 

FLU em amostras biológicas empregando microextrações líquidas: a microextração em fase 

líquida com fibra oca (HF-LPME) para amostras de plasma e a microextração líquido-líquido 

dispersiva (DLLME) para amostras de CSF e fará uso de delineamentos experimentais para a 

otimização das condições analíticas.  

 
1.2  Delineamento experimental 

Tradicionalmente em química analítica, a avaliação da influência dos parâmetros sobre 

a resposta é estudada de forma isolada para cada variável, ou seja, a variável de interesse é 

estudada em vários níveis enquanto as demais variáveis envolvidas no processo são mantidas 

em valores fixos. Entre as desvantagens da utilização desta estratégia estão a impossibilidade 

de avaliar a interação entre os fatores, o alto número de experimentos necessários e o alto 

consumo de reagentes e de tempo para a realização das análises (BEZERRA et al., 2008). 

Os inconvenientes apresentados podem ser estrategicamente solucionados pela 

aplicação dos delineamentos experimentais (FERREIRA et al., 2004; ORLANDINI; GOTTI; 

FURLANETTO, 2014), cujo uso tem aumentado nos últimos anos devido ao aumento da 

transferência de conhecimentos e da colaboração entre universidade e indústria, à larga 

difusão de programas estatísticos e à necessidade de análise sistemática dos dados 

experimentais (ORLANDINI; GOTTI; FURLANETTO, 2014).  

Estudos publicados recentemente abordam o seu uso nas áreas de métodos analíticos 

em geral (FERREIRA et al., 2004; FERREIRA et al., 2007a; KUMAR et al., 2014), métodos 

cromatográficos (FERREIRA et al., 2007b; HIBBERT, 2012), métodos eletroforéticos 

(HANRAHAN; MONTES; GOMEZ, 2008; ORLANDINI; GOTTI; FURLANETTO, 2014; 

SENTELLAS; SAURINA, 2003) e para a otimização de técnicas de extração (GIACOMINO 

et al., 2011; STALIKAS et al., 2009).  

Os delineamentos podem ser classificados como de primeira ordem, que estão 

geralmente relacionados com a triagem dos fatores que exercem influência na eficiência do 

método e as variáveis são estudadas em apenas dois níveis (DEJAEGHER; HEYDEN, 2011; 

FERREIRA et al., 2004) e em delineamentos de segunda ordem, que por serem mais 



1 INTRODUÇÃO GERAL 11 

. 

complexos, podem ser utilizados para a obtenção das condições ótimas de análise após a 

identificação dos fatores importantes para o processo (FERREIRA et al., 2007a). 

Entre os de primeira ordem estão: o delineamento de Plackett-Burman - P-B 

(KHODADOUST; HADJMOHAMMADI, 2011; PANAGIOTOU; SAKKAS; ALBANIS, 

2009), o delineamento fatorial fracionado (FFD) (SERESHTI; KHOJEH; SAMADI, 2011) e 

o delineamento fatorial completo (CFD) (FERREIRA et al., 2007a). O CFD é comumente 

preterido em relação ao FFD quando o número de variáveis é superior a quatro, já que seu 

número de experimentos é calculado pela fórmula 2k, sendo k o número de variáveis. E o 

delineamento P-B, por sua vez, é um tipo particular de delineamento fatorial fracionado, no 

qual são obtidos apenas os efeitos principais, devido ao reduzido número de experimentos da 

matriz gerada (BIANCHI;  CARERI, 2008).  

Já entre os de segunda ordem estão: o delineamento de Box-Behnken (BBD), o 

delineamento Doehlert e o delineamento composto central (CCD) (FERREIRA et al., 2007a). 

O BBD permite estimar coeficientes de interação de primeira e segunda ordens 

(BORGES et al., 2009) e é mais econômico e eficiente que os delineamentos 3k, 

principalmente quando o número de variáveis é grande (BEZERRA et al., 2008). Outra 

característica deste delineamento é não possuir combinações nas quais todos os fatores estão 

simultaneamente nos seus níveis altos e baixos, o que evita a realização de experimentos em 

condições extremas (FERREIRA et al., 2007a; LI et al., 2013) e seus fatores são avaliados em 

três níveis (-1, 0, +1) (BEZERRA et al., 2008).  

Já o CCD constitui-se de um delineamento fatorial 2k com pontos adicionais (pontos 

estrelas) e pelo menos um ponto no centro da região experimental para a obtenção de 

ortogonalidade ou rotacionalidade (FERREIRA et al., 2004; KHODADOUST; 

HADJMOHAMMADI, 2011). É o delineamento mais popular para a otimização de métodos 

(HIBBERT, 2012) e todos os fatores são estudados em cinco níveis (-α, -1, 0, +1, +α) 

(BEZERRA et al., 2008). 

Por fim, o delineamento Doehlert apresenta alta eficiência, com distribuição uniforme 

dos intervalos entre os níveis e possibilidade de deslocamento da matriz para outra região 

experimental utilizando-se de pontos adjacentes previamente estudados. Neste delineamento, 

as variáveis podem ser estudadas em diferentes níveis, porém com a desvantagem de não 

apresentar rotacionalidade (BEZERRA et al., 2008). 

Desta forma, tem-se que os principais passos para a execução de experimentos 

envolvem as etapas descritas na Figura 4. Primeiramente devem ser selecionados os fatores 
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(variáveis independentes) e a região experimental deve ser delimitada. Caso a estratégia 

selecionada seja a de delineamentos simultâneos, um delineamento de primeira ordem pode 

ser realizado com a finalidade de realizar a triagem dos fatores de maior relevância para o 

estudo e para a identificação de possíveis interações. Na ausência de interações entre as 

variáveis, pode-se seguir o estudo com a realização de estudos univariados com mais de dois 

níveis, porém, quando as interações são identificadas nesta etapa, deve-se selecionar um 

delineamento de segunda ordem para ser utilizado (BBD, CCD ou delineamento Doehlert). A 

partir dos dados gerados, pode-se então desenvolver a metodologia de superfície de resposta 

(RSM) assim como pode ser definida a condição ótima de análise realizando-se o cálculo da 

desejabilidade (BEZERRA et al., 2008; MASSART et al., 2008). 

A RSM é uma das mais relevantes técnicas multivariadas utilizadas na otimização de 

procedimentos analíticos e compõe um conjunto de técnicas estatísticas e matemáticas que se 

baseiam no ajuste de uma equação polinomial aos dados experimentais. É útil para a previsão 

do comportamento do sistema (BEZERRA et al., 2008), podendo ser obtidos gráficos que 

auxiliam na previsão da resposta e para a obtenção dos valores ótimos para cada fator 

estudado (BEZERRA et al., 2008; DEJAEGHER; HEYDEN, 2011). 

 O cálculo da desejabilidade, por sua vez, é uma função muito utilizada em 

metodologias multicritérios. Neste caso, as propriedades medidas para cada resposta são 

transformadas em uma escala de desejabilidade sem dimensão, que varia de d = 0 para 

resposta completamente indesejável até d = 1 para resposta totalmente desejada, o que torna 

possível a combinação de resultados obtidos de variáveis com diferentes ordens de magnitude. 

A desejabilidade total (Dtotal) é definida como a média geométrica ponderada das 

desejabilidades individuais (d). (BEZERRA et al., 2008; FERREIRA et al., 2007a).  
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Figura 4 - Principais etapas de realização de experimentos para a otimização de uma resposta 

 

Fonte: elaborada pelo autor, com base em Massart et al. (1998).  
 

Nos capítulos apresentados nesta tese a otimização das condições de extração do FLU 

a partir de amostras de plasma e CSF foram realizadas com o auxílio de FFD, CCD, RSM e 

Dtotal.  
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3 CAPÍTULO 1 

Desenvolvimento de um método para análise do fluconazol em amostras de 

líquor por DLLME/HPLC-PDA 
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3.1  INTRODUÇÃO 

3.1.1  As técnicas de microextração 

Análises de amostras biológicas são de difícil realização devido à complexidade da 

matriz, às baixas concentrações dos analitos e de seus metabólitos e ao limitado volume das 

amostras, porém, são importantes para obtenção de informações farmacocinéticas, 

toxicocinéticas, de bioequivalência e para investigações forenses e de exames antidoping em 

esportes (PRABU; SURIYAPRAKASH, 2012; ZARGAR; HATAMIE, 2014). 

A LLE é uma técnica de preparo de amostras amplamente aceita e muito utilizada para 

a análise de fármacos em fluidos biológicos. Embora seja bastante robusta, ela demanda 

trabalho laboratorial intenso, apresenta baixo potencial de automação, tendência à formação 

de emulsão e requer o uso de grande volume de solventes de alta pureza, o que também 

contribui com a produção de resíduos laboratoriais (EBRAHIMPOUR; YAMINI; ESRAFILI, 

2011; ESRAFILI; YAMINI; SHARIATI, 2007). 

Assim, com o intuito de desenvolver técnicas de preparo de amostra eficientes, rápidas 

e econômicas que pudessem diminuir o volume de amostra e o uso de solventes tóxicos, 

esforços foram realizados visando o uso de solventes ambientalmente adequados ou a 

miniaturização das técnicas já existentes (AGUIRRE et al., 2015; OJEDA; ROJAS, 2009; 

PROSEN, 2014; REZAEE; YAMINI; FARAJI, 2010; YAZDI; RAZAVI; YAZDINEJAD, 

2008). Neste último grupo apresentado destacam-se as microextrações em fase sólida (SPME) 

(CALDAS; COSTA; PRIMEL, 2010; REZAEE et al., 2006) e as microextrações em fase 

líquida (LPME). As LPMEs utilizam quantidade de solvente da ordem de microlitros 

(ZARGAR; HATAMIE, 2014) e podem ser divididas em três categorias principais: HF-

LPME, a microextração em gota suspensa (SDME) e a DLLME (CALDAS; COSTA; 

PRIMEL, 2010; MORADI; YAMINI; BAHERI, 2011; REZAEE et al., 2006; ZARGAR; 

HATAMIE, 2014). 

 

3.1.2    DLLME 

A DLLME é uma técnica de microextração em fase líquida, desenvolvida por Rezaee 

et al. em 2006 e que foi primeiramente utilizada para a determinação de hidrocarbonetos 

policíclicos aromáticos em amostras de água. É baseada, assim como a LLE, no equilíbrio de 

distribuição do analito entre as fases, todavia, o estado de equilíbrio é alcançado rapidamente 

devido à utilização de um sistema ternário de solventes composto por solvente extrator, 

solvente dispersor e amostra aquosa, sendo que o solvente dispersor proporciona aumento da 

área de contato entre o analito a ser extraído e o solvente extrator e acelera o processo de 
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transferência de massa (HUO et al., 2011; LIANG; SANG, 2008; LOPEZ-DARIAS et al., 

2010; REZAEI et al., 2008; ZANG et al., 2009). 

A utilização da DLLME é mais difundida para o preparo de amostras em matrizes 

simples como amostras de água. Entretanto, atualmente esta técnica tem sido utilizada para 

matrizes complexas como alimentos e amostras biológicas. Podem ser citados como exemplos 

para matrizes biológicas os trabalhos de Mashayekhi et al. (2010) para análise de 

carbamazepina em amostras de água, plasma e urina, de Saraji, Boroujeni e Bidgoli (2011) 

para análise de fentanil, alfentanil e sufentanil em amostras de plasma e urina, de Moreira et 

al. (2015) para quantificação de oxibutinina e seu metabólito em amostras de urina e de 

Alcântara et al. (2016) para a determinação de levetiracetam em amostras de plasma. Todavia, 

ressalta-se que a DLLME nunca foi utilizada para a extração de fármacos que possam estar 

presentes no CSF, talvez devido à dificuldade de obtenção deste tipo de matriz. 

Esta microextração pode ser realizada utilizando-se solventes extratores de alta ou 

baixa densidade, desde que estes sejam insolúveis na amostra e capazes de extrair o composto 

de interesse (HUO et al., 2011; LIANG; SANG, 2008; REZAEI et al., 2008; YAN et al., 

2011; ZANG et al., 2009). Os solventes de alta densidade comumente utilizados são os 

hidrocarbonetos halogenados como clorobenzeno, clorofórmio, tetracloreto de carbono, 

diclorometano e tetracloroetileno (HUO et al., 2011; LIANG; SANG, 2008; REZAEI et al., 

2008; ZANG et al., 2009) e entre os solventes de baixa densidade estão: 1-undecanol, n-

hexadecano, 2-dodecanol, 1-decanol e 1-dodecanol (AHMADI-JOUIBARI; FATTAHI; 

SHAMSIPUR, 2014; HOU et al., 2014; JIA et al., 2013). Além dos solventes acima 

mencionados, pode-se utilizar líquidos iônicos, que podem ser injetados diluídos em sistemas 

analíticos como o equipamento de HPLC e são menos tóxicos (RAO; RAJU; VALI, 2013). Já 

os solventes dispersores têm como principal característica serem solúveis tanto na fase 

doadora quanto na fase aceptora e os mais empregados são o metanol, o etanol, a acetonitrila, 

a acetona e o tetraidrofurano (AHMADI-JOUIBARI; FATTAHI; SHAMSIPUR, 2014; HUO 

et al., 2011; YAN et al., 2011; ZANG et al., 2009). 

A extração procede-se de acordo com a Figura 5. O solvente extrator e o solvente 

dispersor são rapidamente injetados na amostra aquosa com uma seringa e esse processo 

promove a formação de uma solução turva. Após a centrifugação, as gotículas do solvente 

extrator se depositam na parte inferior do tubo de fundo cônico e são retiradas com uma 

microsseringa para posterior análise (FARAJZADEH; DJOZAN; BAKHTIYARI, 2010; 

KOCÚROVÁ et al., 2012; REZAEE et al., 2006; ZANG et al., 2009). 
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Os volumes normalmente utilizados em DLLME são de 20 a 100 µL de solvente 

extrator e de 0,5 a 2 mL de solvente dispersor. O volume de amostra varia entre 5 e 10 mL e o 

tempo de extração compreendendo o preparo da amostra, injeção dos solventes e a etapa de 

centrifugação é geralmente inferior a 10 minutos (LEONG; FUH; HUANG, 2014). Logo, as 

vantagens desta técnica incluem simplicidade de operação, baixo tempo de extração, rapidez, 

baixo custo, alto fator de enriquecimento e alta recuperação do analito (OJEDA; ROJAS, 

2009; REZAEE; YAMINI; FARAJI, 2010; YAZDI; RAZAVI; YAZDINEJAD, 2008; ZANG 

et al., 2009). 

 

Figura 5 - Procedimento da DLLME 

 
Fonte: Saraji e Boroujeni (2014) - reproduzida e traduzida com permissão da Springer. 

 

A principal desvantagem da técnica é a necessidade de centrifugação, etapa de maior 

duração e que dificulta a automação da técnica (ANDRUCH et al., 2012; KOCÚROVÁ et al., 

2012; REZAEI et al., 2008). 

A avaliação dos fatores como força iônica e pH da amostra, tipo de solvente extrator e 

dispersor, volume de solvente extrator e dispersor empregado pode ser realizada com o intuito 

de aumentar a eficiência de extração desta técnica (CALDAS; COSTA; PRIMEL, 2010; HUO 

et al., 2011; REZAEE et al., 2006). Fatores como tempo de extração, velocidade e tempo de 

centrifugação também podem ser considerados para a realização dos experimentos 

(PANAGIOTOU; SAKKAS; ALBANIS, 2009).  
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3.1.3    Classificação da DLLME 

Entre as DLLMEs que fazem uso de solventes de baixa densidade encontram-se: a 

DLLME baseada na solidificação da gota suspensa (DLLME-SFO), a DLLME com quebra da 

emulsão por solvente (LDS-SD-DLLME) e a DLLME com auxílio de dispositivos especiais 

de extração (LEONG; FUH; HUANG, 2014) (Figura 6). 

A DLLME-SFO foi introduzida por Khalili-Zanjani et al. em 2007 e, embora utilize 

um volume de solvente muito reduzido, possui taxa de extração inferior em relação à  

DLLME convencional. Na DLLME com auxílio de dispositivos especiais de extração, a 

adição de água à amostra é realizada com o objetivo de auxiliar a expulsão do solvente 

extrator do dispositivo utilizado e a LDS-SD-DLLME não necessita de centrifugação, sendo 

realizada em no máximo 2 a 3 minutos, pois faz uso de um solvente desemulsificante, como a 

acetona, para a separação de fases (LEONG; FUH; HUANG, 2014). 

Já entre as DLLMEs com solventes extratores de alta densidade estão a DLLME 

convencional, que utiliza solventes clorados, a DLLME com solventes de menor toxicidade 

(LT-DLLME), desenvolvida por Leong et al. em 2010, e que utiliza solventes como o 

bromocicloexano (EMIDIO; DA SILVA; DE MARCHI, 2015) e o  1-bromo-3-metilbutano 

(LEONG et al., 2010; LEONG; FUH; HUANG, 2014; PENG et al., 2016) e a DLLME com 

líquidos iônicos (IL-DLLME) (TRUJILLO-RODRÍGUEZ et al., 2013). 

Além disso, para auxiliar na dispersão dos solventes na amostra podem ser utilizados o 

micro-ondas, o ultrassom, o vórtex, a agitação manual e a agitação magnética e como 

substitutos do solvente dispersor podem ser empregados tensoativos e ar (LEONG; FUH; 

HUANG, 2014; ZHANG et al., 2011). 
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Figura 6 - DLLME com solventes de baixa densidade 

 
A DLLME baseada na solidificação da gota suspensa está representada em A, a DLLME com quebra 
da emulsão por solvente está representada em B e alguns dos dispositivos especiais de extração que 
podem ser utilizados estão demonstrados em C. 
Fonte: Leong, Fuh e Huang (2014) e Kocúrová et al. (2012) - reproduzida e traduzida com 
permissão da Elsevier. 
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3.5  CONCLUSÕES 

Este estudo desenvolveu e validou um método para a quantificação do FLU em 

amostras de CSF, utilizando a DLLME associada à técnica de HPLC-PDA.  

Foi possível analisar o FLU e o IS em tempo inferior a 10 minutos com resolução 

superior a nove entre os picos. Além disso, o método desenvolvido fez uso de etanol, solvente 

orgânico de baixa toxicidade.  

A microextração selecionada fez uso de pequena quantidade de solventes extrator e 

dispersor (100 µL de cada) e obteve recuperação média para o FLU de 70 % e de 81 % para a 

fenacetina utilizando volume de amostra inferior ao comumente utilizado para as técnicas de 

extração convencionais. Ademais, o uso do delineamento experimental para a otimização dos 

parâmetros que influenciam a microextração selecionada possibilitou um estudo mais extenso 

da influência das variáveis no processo de extração e por fim, a validação do método 

encontra-se em conformidade com os parâmetros estabelecidos pela ANVISA (2012) e pelo 

EMA (2011) e possibilitou a análise de amostras de paciente, pois apresentou ampla faixa de 

linearidade (0,25 a 62,50 µg.mL-1). 

Em relação aos métodos descritos na literatura que utilizam a técnica de HPLC-UV 

para análise do FLU em CSF, o método desenvolvido utilizou menores volumes de solventes 

orgânicos na etapa de extração do analito, utilizou solvente de menor toxicidade para 

composição da fase móvel e atendeu a vários princípios da química analítica verde. Ademais 

o processo de otimização da extração por meio dos delineamentos promoveu aumento da 

recuperação do FLU de cerca de 2,6 vezes em relação a condição inicial.  

Conclui-se que foi desenvolvido um método rápido, seletivo, de baixo custo e fácil 

execução para a quantificação do antifúngico fluconazol em amostras de líquor através do uso 

de uma técnica de microextração não explorada, até o momento, para esta finalidade.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



4 CAPÍTULO 2 23 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(WATERSON, 2007) 
 

4 CAPÍTULO 2 

Desenvolvimento de um método para análise do fluconazol em amostras de 

plasma por HF-LPME/HPLC-PDA 
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4.1 INTRODUÇÃO 

4.1.1 HF-LPME 

A miniaturização da extração líquido-líquido foi primeiramente realizada em 1996 por 

Jeannot e Cantwell e baseou-se no uso de uma gota de solvente orgânico suspensa na ponta de 

uma agulha de microsseringa, sendo chamada de SDME (DE OLIVEIRA et al., 2008; 

JEANNOT; CANTWELL, 1996; PEDERSEN-BJERGAARD; RASMUSSEN, 2005). Como 

desvantagens desta microextração estão a instabilidade da gota (SPIETELUN et al., 2014) e a 

necessidade de pré-tratamento de amostras contendo material particulado ou bastante viscosas 

(DE OLIVEIRA et al., 2008). 

Por isso, para aprimorar as técnicas de microextração com solventes, em 1999 

Pedersen-Bjergaard e Rasmussen, com a ajuda de fibras ocas de paredes porosas de 

polipropileno, desenvolveram a microextração em fase líquida com fibras ocas (HF-LPME ou 

LPME) (FOTOUHI et al., 2011; PEDERSEN-BJERGAARD; RASMUSSEN, 1999), a qual 

pode ser executada em duas configurações principais: configuração do tipo haste (rod-like), 

na qual uma única microsseringa é utilizada para injetar e coletar a fase aceptora e 

configuração em “U”, mais utilizada e que é realizada com duas microsseringas conectadas à 

fibra (DE OLIVEIRA et al., 2008). 

Na HF-LPME o volume de amostra varia de 100 µL a 4 mL e o tamanho da fibra 

normalmente utilizado é de 1,5 a 8 cm. Em etapa prévia à extração, a fibra é embebida em 

solvente orgânico de baixa volatilidade e imiscível em água para a imobilização deste em sua 

parede e o excesso é removido pela imersão da fibra em água com o auxílio de ultrassom. 

Este processo é importante por promover a formação de uma fina camada de solvente, 

normalmente de espessura de 200 µm e volume de 15-20 µL entre as fases doadora e 

aceptora. Assim, completado este passo, o lúmen da fibra é preenchido com a solução 

aceptora através de uma microsseringa e a fibra é colocada dentro de um frasco contendo a 

amostra (PEDERSEN-BJERGAARD; RASMUSSEN, 2005).  

A técnica descrita é baseada no equilíbrio (PEDERSEN-BJERGAARD; 

RASMUSSEN, 2008) e necessita da otimização de alguns parâmetros durante o 

desenvolvimento do método como: velocidade de agitação, força iônica da amostra, volumes 

de fase doadora e aceptora, tempo de extração, pH da amostra e da fase aceptora (no sistema 

de três fases) e seleção adequada do solvente orgânico para a impregnação da fibra 

(ESRAFILI; YAMINI; SHARIATI, 2007; PSILLAKIS; KALOGERAKIS, 2003; 

TAHMASEBI; YAMINI; SALEH, 2009). 

Entre as vantagens desta técnica estão: uso único da fibra, o que evita problemas de 
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carregamento de amostra ou de contaminação cruzada (BEN-HANDER et al., 2015; 

ESRAFILI; YAMINI; SHARIATI, 2007; HADJMOHAMMADI; GHAMBARI, 2012; 

HALVORSEN; PEDERSEN-BJERGAARD; RASMUSSEN, 2001), baixo consumo de 

solvente orgânico, ótima remoção dos interferentes da amostra, pois o tamanho dos poros 

garante a ocorrência de microfiltração (BEN-HANDER et al., 2015; FERNANDEZ et al., 

2015; PEDERSEN-BJERGAARD; RASMUSSEN, 2008; ZHOU et al., 2012), especialmente 

útil para a análise de amostras complexas (BELLO-LOPEZ et al., 2012; CUI et al., 2012) e 

alto fator de enriquecimento (EF) (LEE et al., 2008), que pode ser determinado pela 

recuperação (R), expressa em porcentagem, pelo volume de fase doadora (VD) e volume de 

fase aceptora (VA) (GJELSTAD; PEDERSEN-BJERGAARD, 2013; PIROOZI et al., 2014), 

de acordo com a Equação 3: 

 

Equação 3:

                                               

 

A principal desvantagem da HF-LPME é o tempo relativamente longo de extração 

(PEDERSEN-BJERGAARD; RASMUSSEN, 2008), sendo necessário um intervalo entre 30 e 

45 minutos para garantir o equilíbrio para a maioria das aplicações. Contudo, este 

inconveniente pode ser superado pela agitação simultânea de um grande número de amostras 

(PEDERSEN-BJERGAARD; RASMUSSEN, 2005). 

 

4.1.2 Classificação da HF-LPME 

A HF-LPME pode ser realizada em sistemas de duas ou três fases (Figura 21) (DE 

OLIVEIRA et al., 2008; ZARGAR; HATAMIE, 2014). No sistema de duas fases, adequado 

para compostos não polares, os analitos são extraídos a partir da amostra aquosa para um 

solvente orgânico presente tanto na parede quanto no lúmen da fibra oca (PEDERSEN-

BJERGAARD; RASMUSSEN, 2008; ZARGAR; HATAMIE, 2014). A extração, neste caso, 

pode ocorrer pelo contato direto da fibra com a amostra ou pela colocação da fibra no espaço 

livre (headspace) para a extração de compostos voláteis (GHAMBARIAN; YAMINI; 

ESRAFILI, 2012; HANSSON; NILSSON, 2009) e pode ser representada pela Equação 4, na 

qual A representa o analito. O coeficiente de distribuição (D) de A entre as fases é 

determinado pela fórmula descrita na Equação 5, sendo Ceq fase aceptora a concentração no estado 

de equilíbrio do analito na fase aceptora, Ceq fase doadora a concentração no estado de equilíbrio 

do analito na fase doadora, K (fase aceptora/fase doadora) o coeficiente de partição entre as fases e αD a 
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fração passível de extração da concentração total do analito na fase doadora, ou seja, a fração 

não ionizada (GHAMBARIAN; YAMINI; ESRAFILI, 2012). 

 

Equação 4 :                                    A(fase doadora) ⇌ A(fase aceptora) 

 

Equação 5:

  

 
Figura 21 - Classificação da HF-LPME  

 
Fonte: elaborada pelo autor, com base em Guambarian, Yamini e Esrafili (2012). 
 

Já o sistema de três fases pode ser representado pela Equação 6 e o coeficiente de 

distribuição pela Equação 7, na qual Ceq fase aceptora é a concentração no estado de equilíbrio do 

analito na fase aceptora, Ceq fase doadora é a concentração no estado de equilíbrio do analito na 

fase doadora, K (fase orgânica/fase doadora) é o coeficiente de partição entre as fases orgânica e 

doadora, K (fase orgânica/fase aceptora) é o coeficiente de partição entre as fases orgânica e aceptora, 

αD é a fração não ionizada da concentração total do analito na fase doadora e αA é a fração não 

ionizada da concentração total do analito na fase aceptora (GHAMBARIAN; YAMINI; 

ESRAFILI, 2012). 

 

Equação 6:                       A(fase doadora) ⇌ A(fase orgânica) ⇌ A(fase aceptora) 
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Equação 7:  

 

 

Na HF-LPME de três fases, tem-se a extração líquido-ar-líquido com fibra oca (HF-

LGLME) que baseia-se na substituição do solvente orgânico para preenchimento dos poros da 

fibra por ar (FARAJZADEH; ASSADI, 2009; ZHANG; SU; LEE, 2006) e a extração líquido-

líquido-líquido com fibra oca (HF-LLLME), que pode ser dividida em duas subclasses de 

acordo com a solução presente no interior da fibra, podendo ser um solvente orgânico distinto 

do solvente utilizado para impregnação da fibra ou uma solução aquosa (ALSHARIF et al., 

2017; GHAMBARIAN; YAMINI; ESRAFILI, 2012). 

A HF-LLLME utilizando solvente orgânico no lúmen da fibra pode basear-se no 

gradiente de concentração, no gradiente de pH ou no transporte por carreador e a HF-LLLME 

com solução aquosa no interior da fibra pode basear-se no gradiente de pH, no transporte por 

um carreador iônico ou pela aplicação de uma diferença de potencial (eletromembrana) 

(GHAMBARIAN; YAMINI; ESRAFILI, 2012). 

A extração por eletromembrana fundamenta-se na migração eletrocinética e pode ser 

utilizada para compostos ácidos ou básicos de baixa polaridade. Neste caso, um eletrodo fica 

em contato com a fase aceptora enquanto o outro fica imerso na fase doadora e a aplicação de 

tensão promove o transporte e diminui o tempo necessário para a ocorrência do processo 

(ALSHARIF et al., 2017). 

Já a extração baseada no gradiente de pH é interessante para espécies ácidas e básicas. 

Conforme demonstrado na Figura 22, o pH da amostra é ajustado para um valor no qual os 

analitos permaneçam não ionizados com o intuito de melhorar a capacidade de extração pela 

fase orgânica. Os analitos são, então, transferidos por difusão passiva a partir da amostra 

aquosa para a fase orgânica contida nos poros da fibra oca e, posteriormente, para a solução 

aceptora que está no lúmen da mesma. A solução aceptora, por sua vez, deve estar em pH que 

permita a ionização do analito (HADJMOHAMMADI; GHAMBARI, 2012; ZARGAR; 

HATAMIE, 2014) e, após a extração, pode ser submetida diretamente à análise por HPLC, 

CE ou LC-MS (PEDERSEN-BJERGAARD; RASMUSSEN, 2005).   
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Figura 22 - Representação da HF-LPME de três fases para extração de analitos básicos  

 
 Fonte: Arce et al., 2009 - reproduzida e traduzida com permissão da Elsevier. 

 

Contudo, para compostos hidrofílicos, que possuem baixa afinidade pela fase orgânica 

presente nos poros da fibra, a HF-LPME convencional de duas ou três fases promove uma 

fraca extração. Logo, a adição de um carreador iônico ou também conhecido como reagente 

de par iônico pode melhorar a recuperação (PEDERSEN-BJERGAARD; RASMUSSEN, 

2005; YUDTHAVORASIT; CHIAOCHAN; LEEPIPATPIBOON, 2011).  

Na HF-LPME mediada por carreador, o composto utilizado para formação do par 

iônico deve ter carga oposta ao analito de interesse e pode ser adicionado na amostra aquosa, 

como é o caso do ácido salicílico, do azul de bromotimol e do lauril sulfato de sódio ou pode 

ser dissolvido no solvente orgânico utilizado para a impregnação da fibra como acontece com 

o trietilfosfato, o ácido valpróico (HO; PEDERSEN-BJERGAARD; RASMUSSEN, 2006) e o 

Aliquat 336 (EBRAHIMZADEH, et al., 2011).  

O transporte do analito nesta microextração depende da natureza e da concentração do 

carreador, do coeficiente de partição do par iônico formado, das propriedades da película 

líquida, da velocidade de agitação, da temperatura da extração e das características e da 

concentração do contra-íon (HO et al., 2003). 

Para a ocorrência da extração, três etapas devem ocorrer: A) extração do analito da 

fase aquosa promovida pelo pH da solução que permite que os compostos estejam com carga 
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para a formação do par iônico; B) difusão do par iônico através da membrana líquida devido 

ao gradiente de concentração e C) liberação do analito na interface entre solvente orgânico e 

solução aceptora, devido à alta concentração de contra-íons presentes na fase aceptora, que 

interagem com os carreadores e se difundem em direção à fase doadora. Assim, o ciclo se 

repete até ser atingido o equilíbrio e o excesso de contra-íons impede o retorno do analito para 

a fase doadora, sendo essencial para a eficiência da extração, por atuar como força motriz para 

a transferência de massa (HO et al., 2003; YAMINI et al., 2006). 

A HF-LPME tem sido utilizada para diferentes classes de amostras. Como a maioria 

das matrizes biológicas não são compatíveis com os instrumentos analíticos e são complexas 

demais para análise direta, a análise de compostos nestes fluidos é um processo que demanda 

a preparação da amostra, o que também pode auxiliar na concentração das substâncias de 

interesse e na remoção de compostos que possam interferir nas medidas (OCAÑA-

GONZÁLEZ et al., 2016). Nos estudos de Ghambarian, Yamini e Esrafili (2012), Lee et al. 

(2008) e Pedersen-Bjergaard e Rasmussen (2005) são expostas as aplicações da HF-LPME de 

duas e três fases para amostras biológicas de urina, sangue, plasma, soro, saliva e leite e em 

nosso grupo de pesquisa já foi desenvolvido método para análise de lamotrigina em plasma 

utilizando a HF-LPME de três fases associada à eletroforese capilar (BARROS et al., 2016). 
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4.5 CONCLUSÕES 

Foi desenvolvido e validado um método para a quantificação do FLU em amostras de 

plasma utilizando a HF-LPME mediada por carreador associada à técnica de HPLC-PDA.  

A análise por HLPC apresentou tempo inferior a 10 minutos e fez uso de etanol para 

composição da fase móvel, que apesar de apresentar maior viscosidade que os solventes 

normalmente utilizados, é considerado um solvente ecologicamente correto. 

Na etapa referente à HF-LPME, quantidade mínima de solvente orgânico foi 

necessária, apenas para a impregnação da fibra, já que na etapa de precipitação de proteínas 

foi utilizado o sulfato de sódio.  

A contaminação entre as amostras foi eliminada do procedimento, pois cada fibra foi 

utilizada uma única vez e a agitação foi realizada sem a necessidade de barra magnética. 

Outra vantagem destacada pelo uso da fibra foi a presença de uma estrutura porosa entre as 

fases, que permitiu alta seletividade e remoção dos interferentes do plasma. 

O uso do FFD e do CCD para a otimização dos parâmetros que influenciam na 

microextração possibilitou a obtenção de uma equação para predizer a recuperação em função 

das variáveis estudadas e para determinação das condições na qual a eficiência da extração é 

máxima. 

A validação do método possibilitou a análise de amostras de pacientes e enquadrou-se 

dentro dos valores estabelecidos pela ANVISA (2012) e pelo EMA (2011) e embora a 

recuperação média obtida para o FLU foi de 12 %, mostrou-se adequada para a obtenção de 

uma curva analítica com concentração entre 1,0 e 62,5 µg.mL-1.  

Por fim, conclui-se que a maior vantagem do método desenvolvido em relação aos 

métodos já existentes é a redução do consumo de solventes. Além disso, a HF-LPME nunca 

tinha sido anteriormente utilizada para a quantificação do FLU em nenhum tipo de matriz e é 

uma microextração muito vantajosa para amostras como o plasma, pois apresenta alta 

remoção de interferentes. 
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5  CONCLUSÕES GERAIS 

 No presente trabalho foram desenvolvidos e validados dois métodos para a análise do 

FLU em amostras biológicas de plasma e CSF utilizando técnicas de microextrações em fase 

líquida. 

As condições de quantificação do FLU por HPLC-PDA basearam-se em análises 

cromatográficas rápidas e fizeram uso de etanol, solvente obtido de fontes renováveis. 

O método desenvolvido para análise de FLU em amostras de CSF fez uso da DLLME 

como técnica de extração e, para análise da influência das variáveis sobre a recuperação do 

FLU, foram utilizados os delineamentos FFD e CCD. Desta forma, foram obtidas equações 

para o modelo capazes de estabelecer a relação entre as variáveis e a resposta desejada e a  

condição final estabelecida para a extração envolveu o uso de baixo volume de solvente 

orgânico e apenas 200 µL de CSF, sendo obtidas recuperações de 70 % para o FLU e 81 % 

para o IS. Ademais, recuperação de cerca de 97 % para o FLU poderia ter sido obtida se a 

condição de Dtotal = 1 fosse utilizada com o inconveniente de, neste caso, utilizar um alto 

volume de solvente extrator. A validação do método foi realizada abordando os parâmetros: 

curva de calibração, precisão, exatidão, efeito residual, seletividade e estudos de estabilidade 

do analito na matriz biológica e em solução e apresentou conformidade com os limites 

estabelecidos pelos guias utilizados. 

Já o método para análise do FLU em amostras de plasma foi realizado utilizando a 

HF-LPME de três fases mediada por carreador, já que o FLU é um fármaco com log P baixo. 

Para a otimização da técnica também foram utilizados os delineamentos FFD e CCD para a 

análise da influência de oito e três fatores, respectivamente. Uma recuperação de 12 % para o 

FLU foi obtida utilizando-se 500 µL de amostra e a remoção dos interferentes do plasma pelo 

uso da fibra de polipropileno constitui uma contribuição relevante, pois muitos fármacos 

podem ser administrados aos pacientes acometidos por neuromicoses. Os mesmos parâmetros 

de validação utilizados para o método utilizando CSF foram utilizados nesta etapa e os 

valores obtidos garantem a confiabilidade do método desenvolvido. 

Curvas de calibração com linearidades para o intervalo de 0,25 a 62,50 µg.mL-1 e 1,0 a 

62,5 µg.mL-1 foram obtidas utilizando um modelo de regressão ponderado com peso 1/x para 

a quantificação do CSF e do plasma, respectivamente. A alta recuperação obtida pela DLLME 

permitiu que o LIQ para o método desenvolvido para análise de CSF fosse menor que o LIQ 

obtido para a análise de plasma, mesmo utilizando menor volume de amostra biológica. 

As análises das amostras de paciente em tratamento com o FLU resultaram em 

concentrações do fármaco no CSF de 45,29 e 41,71 µg.mL-1 e em concentrações plasmáticas 
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de 35,53 e 31,11 µg.mL-1, de modo que o intervalo estabelecido para a curva de calibração 

mostrou-se adequado para a análise proposta e não foram observados picos de interferentes 

nos cromatogramas em tempo de retenção próximo ao do analito de interesse. 

Considerando que os métodos descritos na literatura fazem uso de técnicas de extração 

convencionais como a LLE e a SPE e usam alto volume de solventes orgânicos para a 

precipitação de proteínas ou para a extração do FLU, o desenvolvimento de métodos 

utilizando microextrações representa um relevante avanço para a redução da geração de 

resíduos. Soma-se a essa vantagem o uso de delineamentos experimentais para a determinação 

das condições de extração, cujo uso tem crescido consideravelmente e que até o momento não 

foram utilizados para a otimização das extrações do FLU de amostras biológicas.  

Desta forma, acredita-se que os métodos desenvolvidos neste estudo contribuem para 

o monitoramento terapêutico do FLU, pois são fáceis de serem executados, de baixo custo e 

reduzem a exposição dos analistas a solventes considerados nocivos a saúde humana.  
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