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6
Método para a determinacao seletiva de CIP na presenca
de GAT ou MOX

6.1
Comentario preliminar

Nesse segundo estudo de caso, decidiu-se desenvolver um método
fosforimétrico seletivo para a determinacdo de CIP em amostras contendo GAT e
MOX. Para este estudo, os dois sais de atomos pesados, acetato de cadmio e
nitrato de toério, foram novamente escolhidos. Esses sais de atomos pesados
foram escolhidos em virtude do desempenho relativo da fosforescéncia da CIP
em relacdo as FQs concomitantes, evitando-se principalmente condicdes em que
a quantidade molar equivalente de GAT e MOX nao suprimissem o sinal
fosforescente da CIP, o que impossibilitaria sua determinagao seletiva.

O sistema de solventes usado neste caso foi o mesmo utilizado para a
NOR, pois, os efeitos da polaridade (abertura dos poros) e da formagao de
empacotamento cristalino (por causa da massa cristalina proveniente do tampéao
no substrato seco) sdo fungédo da interagdo entre o sistema de solvente e a
superficie do substrato de papel. Desde que a resposta em fungdo desse
parametro ja foi avaliada no caso da NOR, espera-se que resposta similar ocorra
para as outras FQs.

O pH da solucao carreadora foi escolhido em funcdo de cada sal de atomo
pesado, para a deposicdo de solugdao em substratos contendo Cd(OAc)., o pH
10 foi o escolhido, j4 para a deposicdo de solugbes em substratos contendo
Th(NO3)4 0 pH 6 foi o escolhido. Essa escolha se baseou na regido de maior
fosforescéncia observada para a CIP nas duas situacbes (vide Figura 4.4 e
Figura 4.5). Com base nessas escolhas, foi realizado um estudo univariado no
sentido de encontrar a melhor faixa de trabalho para a realizagdo dos estudos
multivariados que culminaram na escolha das condi¢cdes experimentais finais da
CIP. Nessas condicdes, os principais parametros de desempenho para a CIP
foram obtidos € uma avaliacdo da seletividade para a determinacdo da CIP em
amostras com diferentes quantidades de GAT e de MOX foi realizada. Em

seguida, os ajustes instrumentais e estratégias de varredura foram escolhidos.
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Por fim testes de recuperagdo em amostras medicamentosas e em urina foram

realizados.

6.2
Estudos univariados para a CIP

Nesta fase, novamente o efeito da quantidade de sal de atomo pesado e
da quantidade de SDS depositado no substrato de papel foram estudados

univariadamente.

6.2.1.
Efeito da massa de sal de atomo pesado no substrato

Conforme dito anteriormente, o efeito externo do sal de atomo pesado foi
fundamental na inducado de fosforescéncia da CIP, sendo mais eficazes os sais
Cd(OAc). e Th(NQOs),. Para ajustar a massa ideal de sal no substrato, 5 puL de
solucdes de CIP (5 x 10° mol L") preparadas em pH adequado foram
depositadas em substratos de celulose, nos quais foram previamente aplicados 5
UL de solugdes de Cd(OAc), ou de Th(NOs), em diversas concentragbes
molares. Nesses experimentos uma Unica adigdo de 5 pL de solugéo de sal foi
utilizada. Seguindo a mesma linha de raciocinio do capitulo anterior, nesta etapa,
nao foram testadas adicdes multiplas (n x 5uL) de solugdo de sal de atomo
pesado.

Na Figura 6.1 e na Figura 6.2 pode se observar a influéncia da
concentracdo destes sais de atomo pesados na intensidade do sinal
fosforescente da CIP. De acordo com os resultados obtidos, sinais
fosforescentes de CIP mais intensos foram observados na presenga de 600 ug
de nitrato de tério. No caso do acetato de cadmio, a tendéncia da curva € de

estabilidade de intensidade de sinal da CIP a partir de 333 pg de sal.
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Figura 6.1. Estudo do efeito da massa de Th(NO3), presente no substrato no sinal
fosforescente da CIP. Solugao carreadora de analito em seu pH 6.

90
80 —-
70 —-
60 —-
50 —-

o] /
0. /
20 }/

Intensidades fosforescentes (u.a.)

T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500
Acetato de cadmio dihidratado (ug)

Figura 6.2. Estudo do efeito da massa de Cd(OAc), presente no substrato no sinal
fosforescente da CIP. Solugao carreadora de analito ajustada em pH 10.
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6.2.2
Efeito da massa de SDS usada como modificador de superficie

No estudo do efeito do SDS no sinal fosforescente da CIP induzido por
Th(NO3), e por Cd(OAc),, substratos contendo diferentes quantidades de SDS
foram testados. Apenas uma adigdo de 5 uL foi usada, implicando na limitagao
da massa mais elevada de SDS presente no substrato em 360 ug. A Figura 6.3 e
a Figura 6.4 mostram as variagdes de sinal da CIP obtidas com diferentes
massas de SDS em substratos contendo sal de tério e cadmio, respectivamente.

Os resultados mostraram que a quantidade de SDS no substrato afeta o
sinal da CIP para os dois sais de atomos pesados utilizados. Dentro das faixas
estudadas, as tendéncias mostram que as maiores quantidades de SDS
produzem as maiores amplificagdes de sinal, sendo que para o Th(NOs),4, 0 sinal
€ em torno de duas vezes e meio maior com 360 ug de SDS quando comparado
com a situacdo na auséncia do surfactante, porém a curva mostra uma
tendéncia de subida que sera verifica no estudo multivariado. Nesse caso, a
tendéncia também indica que multipla adicdo de SDS pode vir a provocar um
aumento ainda maior de sinal. Para o sinal da CIP induzido por Cd(OAc)., a
amplificagao foi em torno de duas vezes maior com 216 pg de SDS.
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Figura 6.3. Estudo do efeito da massa de SDS presente no substrato no sinal
fosforescente da CIP induzida por Th(NOjz)s. Solugao carreadora de analito em pH 5,8
(natural da prépria solugéo) e substrato contendo 600 g de sal.
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Figura 6.4. Estudo do efeito da massa de SDS presente no substrato no sinal
fosforescente da CIP induzida por Cd(OAc),. Solugdo carreadora de analito ajustada em
pH 10 e substrato contendo 666 g de sal.

6.3
Estudos multivariados para a CIP

Estudos multivariados foram realizados utilizando faixas de trabalho
escolhidas com base no estudo univariado. No caso da quantidade de SDS na
presenca de Th(NOjs)s, a dupla adicdo de solucdo de maior molaridade foi
testada por causa da tendéncia de subida de fosforescéncia da CIP no limite das
massas referente a uma Unica adicao das respectivas solugdes. Para a massa
depositada de Cd(OAc),, foram testadas a dupla adigéo (1332 ug) e tripla adicao
(1998 ug) devido a leve tendéncia de subida de fosforescéncia da CIP com esse
sal. Os niveis escolhidos para cada parametro sdo mostrados na Tabela 6.1. Os
resultados dos 16 experimentos na presenga de Cd(OAc). realizados em ordem
aleatéria e em duplicatas auténticas sdo mostrados na Tabela 6.2.

A representacao grafica desses resultados pode ser observada na forma
de grafico de Pareto (Figura 6.5) onde se pode concluir que nao existem
diferencas se o pH da solugdo carreadora for ajustado entre 10 e 11, e as
massas depositadas de SDS estiverem entre 216 e 288 ug. Com relagdo a
quantidade de Cd(OAc). podemos concluir que nao existem diferencas se a
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Tabela 6.1 Fatores e niveis escolhidos para o estudo univariados do efeito na

fosforescéncia da CIP.

Cd(OAc). Th(NO3),
Aexc\hem = 282\452 nm Aexc\hem = 288\447 nm
Nivel Nivel
minimo(-)—maximo(+) minimo(-)—maximo(+)
Parémetro _ Parémetro _
“Faixa de trabalho” “Faixa de trabalho”
(1) pH 11(-) = 10(+) (1) pH 5(-) —5,8(+)
(2) Massa (2) Massa de
Cd(OAc), 1332(-) — 1998(+) sal Th(NO3),4 480(-) — 600(+)
(ug) (ug)
(3) Massa (3) Massa de
de SDS 216(-) — 288(+) SDS 360(-) — 720(+)
(1) (1)

Tabela 6.2 Tabela de resultados obtidos com os experimentos do planejamento fatorial

2°® usando Cd(OAc), como sal indutor de fosforescéncia da NOR.

Ordem | Experimento | replicata SDS Cd(OAc). pH | Resultado®

(1) (H9) (ua)
1 16 2 288 1332 11 130
2 12 2 288 1332 10 232
3 3 1 216 1332 10 164
4 10 2 288 1998 10 122
5 11 2 216 1332 10 156
6 9 2 216 1998 10 150
7 5 1 216 1332 11 179
8 15 2 216 1998 11 215
9 1 1 216 1998 10 156
10 8 1 288 1998 11 165
11 4 1 288 1332 10 123
12 7 1 216 1998 11 167
13 2 1 288 1332 10 195
14 14 2 288 1998 11 143
15 13 2 216 1998 11 123
16 6 1 288 1332 11 124

# Fosforescéncia da NOR em unidades arbitrarias (u.a.)



DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0510425/CA


135

203 f{/////////////% 88888888

555555

55555555

Figura 6.5. Gréfico de Pareto gerado com base no sinal fosforescente da CIP na
presenga de Cd(OAc), . As barras marcadas 1 by 3; 2 by 3; 1 by 2 indicam as interagdes
entre os fatores, sendo 1 (SDS); 2 (sal de atomo pesado) e 3 (pH).

massa depositada for de 1332 e 1998 ug, portanto o modelo usado é robusto e
nao precisa de refinamento.

Seguindo a mesma linha de raciocinio usado na otimizagdo do sinal da
CIP com o uso do Cd(OAc),, a otimizagdo com o Th(NO3), também foi realizada.
Na Tabela 6.3 se encontram as condigdes escolhidas bem como os resultados
dos 16 experimentos de medicao de fosforescéncia da CIP. Nos casos do pH e
da massa de sal, utilizou-se faixas préximas do resultado maximo do estudo
univariado com o intuito de se avaliar a robustez dos fatores. Ja para o SDS, o
estudo univariado mostrou que uma segunda adi¢cao deveria testada uma, para
efeito explicativo, uma adicao corresponde a 360 pg e duas adigbes a 720 ug
(Tabela 6.1).
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Tabela 6.3 Tabela de resultados obtidos com os experimentos do planejamento fatorial
2® usando Th(NO3), como sal indutor de fosforescéncia da CIP.

Ordem | Experimento | replicata SDS Th(NO3)4 pH | Resultado®

(H9) (H9) (ua)
1 2 1 360 480 5,8 117
2 9 2 360 480 5 110
3 12 2 360 600 5,8 130
4 5 1 720 480 5 139
5 15 2 720 600 5 150
6 16 2 720 600 5,8 114
7 8 1 720 600 5,8 100
8 11 2 360 600 5 120
9 14 2 720 480 5,8 112
10 6 1 720 480 5,8 150
11 3 1 360 600 5 149
12 13 2 720 480 5 117
13 1 1 360 480 5 127
14 10 2 360 480 5,8 150
15 7 1 720 600 5 139
16 4 1 360 600 5,8 100

2 Fosforescéncia da CIP em unidades arbitrarias (u.a.)

O grafico de Pareto resultante desse planejamento é mostrado na Figura
6.6. e indica a nao relevancia das interacdes entre fatores dentro das faixas
estudadas, e a robustez para as faixas do pH, massa de t6rio e massa de SDS a
serem utilizadas, na Tabela 6.4 estdao resumidas as condi¢cdes experimentais
escolhidas para a determinagao fosforimétrica de CIP para ambos os sais e seus
respectivos espectros se encontram na Figuras 6.7 e na Figura 6.8.
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Tabela 6.4. Condigdes escolhidas para a determinagao fosforimétrica de CIP.

Sal de atomo pesado

Parametro
}Vexc\}\'em
Acetato de cadmio Nitrato de tério
282\452 nm 288\525 nm
pH 10 5,8 (natural)
Massa de sal no
1332 ug 600 pug
substrato
Massa de SDS
216 ug 360 g

no substrato
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kexc =282 nm

Xem =452 nm

Intensidade fosforescente (u.a.)
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Figura 6.7. Espectro fosforescente de 80 ng de CIP em substrato de celulose contendo
666 g de Cd(OAc), e 216 pg de SDS. Solugao carreadora em pH 10.

7\'em = 525 nm

xexc = 288 nm

Intensidade fosforescente (u.a.)

250,0 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 638,5
Comprimento de onda (nm)

Figura 6.8. Espectro fosforescente de 80 ng de CIP em substrato de celulose contendo
600 pg de Th(NOg3)4 e 360 ug de SDS. Solugdo carreadora em pH 5,8 (natural).

I=110 (u.a.)
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6.4
Estudo de interferéncia no sinal da CIP

Estudos para a avaliagdo do potencial interferente das FQs (MOX, GAT)
e de componentes da matriz urina foram realizados com o intuito de se
estabelecer estratégias para a determinacdo de CIP em formulagdes contendo
essas outras duas FQs ou em uma matriz biolégica. As condi¢des de inducao de
fosforescéncia utilizando Cd(OAc), e Th(NO3), foram testadas e comparadas.

No caso da avaliagéo de interferéncias das FQs, os sinais fosforescentes
de padroes da CIP foram comparados com os sinais fosforescentes obtidos de
misturas contendo CIP e uma outra FQ presente em quantidades crescentes, até
dez vezes mais concentradas em mol L' em solucdo ou em mol no substrato.
Esses valores de sinal foram comparados na forma de razéo Igp / (lcp + Irq),
onde o indice FQ se referiu a presenga da MOX ou da GAT. Em todos os casos,
a varredura no modo sincronizado foi utilizada com o intuito de minimizar
possiveis interferéncias provocadas por bandas espectrais das substancias
concomitantes, como foi dito no capitulo anterior (Capitulo 5).

6.4.1. Estudo da interferéncia da GAT

Nas condigbes escolhidas para a CIP utilizando Cd(OAc)., esperava-se
que a GAT ndo apresentasse sinal fosforescente, como indicado nos estudos
preliminares. No entanto, verificou-se forte interferéncia nao-espectral da GAT
nas bandas espectrais de excitacdo e de emissao da CIP (288/452 nm) como
indicado na Tabela 6.5. Esta interferéncia foi significativa até mesmo nas
misturas contendo quantidades equimolares de CIP e de GAT. Esse resultado
pode ser observado nos espectros da Figura 6.9. onde os valores em parénteses
indicam a quantidade de CIP ou GAT em nmol.
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Tabela 6.5. Estudo de interferéncia® da GAT no sinal fosforescente da CIP usando

Cd(OAC),.
Proporcéo CIPP:GAT Fosforescéncia leie / (Icip + lgar)
(u.a.)
1:0 128,6 £ 27,43 1,0
1:1 69,13 + 8,06 1,86
1:2 51,59 + 3,50 2,49
1:5 51,69 + 8,01 2,49
1:10 38,81 £ 8,99 3,31

®Quantidade de CIP depositada no substrato: 0,25 nmol.

®Banda espectral de passagem de 10 nm.
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Figura 6.9. Espectro de varredura sincronizada obtidas no estudo de interferéncia da
GAT no sinal da CIP com Cd(OAc),: AA = 170 nm e velocidade de varredura de 600 nm
min™. Valores em parénteses sdo as quantidades depositadas no substrato em nmol.

Nas condicoes de inducao de fosforescéncia da CIP por Th(NOs)4 ndo se

observa sinal fosforescente para a GAT, indicando uma situagéao muito favoravel

do ponto de vista seletivo. Nesse caso, os resultados do estudo mostraram

auséncia de interferéncias para misturas contendo até duas vezes mais
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quantidade de GAT. Para misturas contendo cinco ou dez vezes mais GAT, uma

interferéncia de efeito filtro foi observada, o sinal fosforescente da CIP foi

suprimido
espectros

pela GAT (Tabela 6.6). Esse resultado pode ser observado nos
da Figura 6.10 onde os valores em paréntesis indicam a quantidade

de CIP ou GAT em nmol.

Os resultados mostraram claramente a vantagem do emprego do nitrato

de tério como indutor seletivo de fosforescéncia em misturas contendo GAT.

Tabela 6.6. Estudo de interferéncia® da GAT no sinal fosforescente da CIP usando
Th(NOs)s.
Proporcéo CIPP:GAT Fosforescencia Inor / (lcip + lgaT)
(u.a)

1:0 126,54 + 3,03 1,00
1:1 129,09 + 3,83 0,98
1:2 128,18 + 2,58 0,99
1:5 40,59 £ 2,55 3,12
1:10 30,53 £ 5,54 4,14

®Quantidade de CIP depositada no substrato: 0,25 nmol.

®Banda espectral de passagem de 10 nm.
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Figura 6.10. Espectro de varredura sincronizada obtidas no estudo de interferéncia da
GAT no sinal da CIP com Th(NO3)4: AN = 237 nm e velocidade de varredura de 600 nm
min”'. Valores em parénteses sao as quantidades depositadas no substrato em nmol.
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Nas condigbes escolhidas para a CIP utilizando Cd(OAc)., a MOX nao

apresentou sinal fosforescente, portanto era esperado que a MOX nao

interferisse nas bandas espectrais de excitacdo e de emissao da CIP (288/452

nm). Entretanto observou-se interferéncia através de efeito filtro ou por obstrucao

da interacado entre as moléculas da CIP com este sal indutor de fosforescéncia, o

qual pode ser visto na Tabela 6.7. Esta interferéncia foi significativa mesmo nas

misturas contendo quantidades equimolares de CIP e de MOX. Esse resultado

pode ser observado nos espectros da Figura 6.11, onde os valores em

parénteses indicam a quantidade de CIP ou MOX em nmol.

Tabela 6.7. Estudo de interferéncia® da MOX no sinal fosforescente da CIP usando

Cd(OAC),.
Proporgao CIPP:MOX Fosforescencia leip / (Icip + Ivox)
(u.a.)
1:0 92,34+ 2,56 1
1:1 62,08 £5,09 1,49
1:2 43,77 £3,19 2,11
1:5 32,34+ 1,64 2,85
1:10 32,37 £2,55 2,85

dQuantidade de CIP depositada no substrato: 0,25 nmol.

®Banda espectra de passagem de 10 nm.
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Figura 6.11. Espectro de varredura sincronizada obtidas no estudo de interferéncia da
MOX no sinal da CIP com Cd(OAc).: AA = 170 nm e velocidade de varredura de 600 nm
min™. Valores em parénteses sdo as quantidades depositadas no substrato em nmol.

Nas condicées de inducdo de fosforescéncia da CIP por Th(NOs)4
esperava-se nao se observar sinal fosforescente para a MOX, como indicando
nos estudos univariados, no entanto, ap6s o ajuste de condicbes experimentais,
a MOX passou a fosforescer e impor interferéncia espectral para amostras
contendo cinco ou dez vezes mais quantidade de MOX. Nesse caso, 0s
resultados do estudo mostraram auséncia de interferéncias espectral e nao-
espectral para misturas contendo até duas vezes mais quantidade de MOX
(Tabela 6.8). Esse resultado pode ser observado nos espectros da Figura 6.12
onde os valores em parénteses indicam a quantidade de CIP ou MOX em nmol.

Os resultados mostraram claramente a vantagem do emprego do nitrato
de tério como indutor seletivo de fosforescéncia em misturas contendo MOX.

Porém a interferéncia ndao espectral de CIP na presenca de MOX
utilizando o acetato de cadmio como sal indutor de fosforescéncia possibilitaria a
determinagao de CIP na presenga de MOX, nas proporgcdes estudadas, com o
uso de adi¢des padroes.
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Tabela 6.8. Estudo de interferéncia® da MOX no sinal fosforescente da CIP usando

Th(NOs)..
Proporgao CIPP:MOX Fosforescéncia leip / (Icip + Ivox)
(u.a.)
1:0 152,96 £ 2,53 1
1:1 153,04 + 3,26 1,00
1:2 158,34 + 4,58 0,97
1:5 230,68 + 2,66 0,66
1:10 322,37 £ 5,12 0,47

®Quantidade de CIP depositada no substrato: 0,25 nmol.

®Banda espectra de passagem de 10 nm.

140Q,0
130

120

Intensidade fosforescente (u.a.)

0.6

CIP (0,25):MOX(0,0)
1o

CIP (0,25):MOX(0,25)
CIP (0,25):MOX(0,5)

CIP(0,25):MOX(1,25)

\| CIP (0,25):MOX(2,5)

Y N
~‘A~ SN
e N AL VA

220,0 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 398,5

Comprimento de onda (nm)

Figura 6.12. Espectro de varredura sincronizada obtidas no estudo de interferéncia da
MOX no sinal da CIP com Th(NO3),: AA = 237 nm e velocidade de varredura de 600 nm
min™. Valores em parénteses sdo as quantidades depositadas no substrato em nmol.
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6.4.3.
Estudos em urina

Para avaliar o efeito da matriz urina no sinal fosforescente da CIP foi
escolhida a condigdo experimental baseada no uso do Th(NOs),. Nesse caso,
nao se adicionou tampao, pois a condicao 6tima de pH para a CIP foi obtida com
o pH natural da solugdo que ficou em torno de 5,8. A urina aumentou a acidez da
solugcao e como correcao para o pH, adicionou-se pequenos volumes de NaOH
(10%) para ajuste do mesmo. Assim, em solugbes testadas com maior
quantidade de urina, a composi¢ao percentual em volume foi igual a 45% de
urina, cerca de 0,10% de NaOH (10%) de tampao e o complemento de agua.
Nesse caso, o sinal fosforescente da CIP na urina foi cerca de 2 vezes menor
que o sinal de um padrao de referéncia da CIP. O resultado obtido com o pré-
tratamento de limpeza da urina com sulfato de aménio também diminuiu o sinal
fosforescente da CIP em 2 vezes. Assim maiores diluicbes da matriz foram
testadas, como mostrado na Tabela 6.9 e na Figura 6.13. P6de se constatar que
a minimizacao da interferéncia nao-espectral provocada pela matriz biol6gica foi
conseguida com o uso de 10% e 25% de urina em volume, porém optou-se em
usar 10% de urina em volume. Dependendo da sensibilidade do método analitico
empregado esse fator de diluigho ndo implicaria na inviabilizagdo da
determinacdo de CIP em amostras de urina. Mais abaixo, os espectros de
varredura sincronizada da CIP em meio aquoso e em urina contendo
quantidades crescente de GAT e MOX, utilizando Th(NO3), como sal indutor, sdo
mostrados, indicando a nao interferéncia dessa matriz quando diluida por um
fator de 1 para 10, em volume Figura 6.13 e Figura 6.14).

Tabela 6.9. Teste de interferéncia da matriz urina no sinal fosforescente da CIP.

% de urina na amostra®® Fosforescéncia Inor/ INOR em urina
0% (padrdo aquoso) 116,88 + 2,91 -
10% 118,33 £ 1,53 0,99
25% 116,00 + 1,91 1,01
45% 56,64 + 4,76 2,06
45% com pré- tratamento® 61,00 £ 4,58 1,92

®Todas as amostras continham 30% de tamp&o Britton-Robinson em volume
®Quantidade de CIP depositada no substrato: 0,25 nmol.

°Banda espectra de passagem de 10 nm.

dLimpeza da amostra com sulfato de aménio.
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Figura 6.13. Estudos de interferéncia da urina na fosforescéncia de 80 ng de CIP
utilizando Th(NOj3)4: AX = 237 nm e velocidade de varredura de 600 nm min™.
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Figura 6.14. Comparagao das medigdes do sinal da CIP por varredura sincronizada (AA =
237 nm) em urina e em meio aquoso usando Th(NOs), e quantidades crescentes de GAT
como fluorquinolona-interferente.
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6.5
Desempenho de métodos

O desempenho dos métodos analiticos fosforimétricos para determinacao
da CIP através das suas condicdes escolhidas foi avaliado por meio da obtencao
de alguns parametros de mérito e por meio de testes de recuperacao em matriz
aquosa e em urina diluida. Duas situacbes foram avaliadas: (i) determinagéo de
CIP usando nitrato de tério com sal indutor; (ii) determinagdo de CIP usando
nitrato de cadmio como sal indutor. Os parametros de mérito de sensibilidade
dos dois métodos para CIP foram comparados entre si.

6.5.1
Curvas analiticas e linearidade

Curvas analiticas foram construidas com o depésito de 5 uL de solugdes
de concentracdes crescentes de CIP (de 1x10° a 2,5x10* mol L7). As
respectivas faixas em massa séo representadas nas figuras que representam
essas curvas analiticas. No processo, trés curvas foram obtidas para cada
situacao, sendo que cada uma delas foi construida em dias diferentes. Em todos
os casos (Tabela 6.10), o comportamento linear foi obtido, como indicado pelos
valores de coeficiente de determinacdo (r’) maiores que 0,99. Os desvios
padroes dos coeficientes lineares neste caso, também indicaram que a faixa
onde as curvas atingem o eixo da ordenadas estd muito préxima do valor zero,
indicando minimos erros sistematicos associados. Ja os desvios padrdes dos
coeficientes angulares representam uma boa precisdo intermediaria
(reprodutibilidade intralaboratorial) das medi¢des. As Figuras 6.15 e 6.16
mostram amostras das curvas obtidas para cada situacdo e o0s respectivos
graficos de residuos que mostram comportamento homocedastico das
variancias.

A repetitividade das medicbes foi avaliada por meio de medigdes
repetidas de padrdes da CIP depositados no substrato sélido em dois niveis de
massa (Tabela 6.11).
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Tabela 6.10. Parametros das curvas analiticas
. Sal de atomo 5
Analito m b r
pesado
oIp Cd(OAc), 1,11+0,10 59,05+ 16,82 | 0,9936 +0,0009
Th(NOs), 0,91+ 0,03 4413 £ 21,79 | 0,9946 +0,0012
700,00
600,00 y =1,22x + 70,6
< 500,00 R’ = 0,9935
> 400,00
S
% 300,00
E—’ 200,00
100,00
0,00 ; ; , , ,
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Figura 6.16 (A) Curva analitica da CIP - Fosforescéncia induzida por Cd(OAc), em
funcao da massa de CIP depositada no substrato de celulose. (B) Grafico de residuos.
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Figura 6.17. (A) Curva analitica da CIP - Fosforescéncia induzida por Th(NO3), em
funcao da massa de CIP depositada no substrato de celulose. (B) Grafico de residuos.
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Tabela 6.11. Estudos de preciséo.

Analito Sal de atomo pesado Precisao
com 83 ng com 331 ng
Cd(OAc), 6,6% 3,2%
CIP
Th(NO3), 4,9% 5,5%
6.5.2.

Parametros de sensibilidade

Os valores de LDA e de LQA foram calculados para as duas situagdes de
determinagao da CIP (Tabela 6.12). Os critérios utilizados para o célculo foram
3Sy/m (LDA) e 10Spy/m (LQA), onde Sb é o desvio padrdo da medi¢cdo de dez
brancos e m é a inclinacdo (sensibilidade) da curva analitica em u.a. ng”. Os
resultados mostrados sdo baseados nas trés curvas analiticas obtidas para as
duas situagdes da CIP.

Os resultados mostraram que as massas quantificaveis (LQA) de CIP
foram da ordem de ng, indicando a sensibilidade do método proposto para este

analito.

Tabela 6.12. Parametros de sensibilidade

LDA LQA
Analito Sal de 4&tomo pesado
(ng) (ng)
clp Cd(OAc), 71+0,6 23,6 £2,0
Th(NO3)4 9,6+0,3 31,7+14
6.5.3.

Testes de recuperacao (exatidao)

Por ultimo, foi avaliada a aplicabilidade do método através de testes de
recuperacao cujo valor da quantidade de analito recuperado é comparado com a
quantidade depositada no substrato a partir de uma amostra cujo valor de analito
¢ indicado (indicagdo da bula para as formulagbes farmacéuticas, ou a
quantidade de padréo adicionado no caso da urina).

Trés tipos de amostras foram testadas, o primeiro tipo foi referente a
medicacdes farmacéuticas comercial contendo CIP; o segundo tipo € referente a
simulacées de formulagbes farmacéuticas constituidas pela mistura de CIP com
diferentes quantidades de GAT ou MOX. As quantidades da substancia
concomitante adicionadas na formulacdo simulada foram: (i) quantidade
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equimolar e (ii) quantidade duas vezes maior em mol. A terceira e ultimo tipo de
amostra foi a urina enriquecida com CIP ou contendo misturas CIP/GAT e
CIP/MOX. Todas as amostras foram determinadas utilizando Th(NOs), e
Cd(OAc).. Os resultados das recuperagbes sao a média obtida em
determinagdes realizadas em trés dias diferentes e podem ser observadas na
Tabela 6.13, Tabela 6.14 e Tabela 6.15.

Tabela 6.13. Recuperagdo nas determinagbes em amostras de formulagbes
farmacéuticas contendo CIP usando SSRTP (média de trés determinagées).

Principio ativo ] B
_ Sal de atomo pesado Recuperagao
da formulacao
cIp Cd(OAc); 103,8 £1,1%
Th(NO3), 97,9 +4,0%

Tabela 6.14. Recuperagdo nas determinagcbes em amostras de formulagbes
farmacéuticas simuladas contendo CIP como principio ativo usando SSRTP (média de
trés determinacdes).

Principio ativo da Interferente Sal de atomo ~
_ _ o Recuperacéo
formulagéo (proporgéo analito:inteferente pesado

GAT

CIP (1) Th(NOs),4 102,8 + 8,8%
GAT

CIP Th(NO3),4 97 £10,8%
(1:2)
GAT

CIP (1:1) Cd(OAc), 56,4 + 47%
GAT

CIP Cd(OAc), 22+ 77%
(1:2)
MOX

CIP Th(NO3)4 94,3 £ 3,6%
(1:1)
MOX

CIP Th(NO3)4 99 +7,4%
(1:2)
MOX

CIP Cd(OAc), 60,8 £ 11,9%
(1:1)
MOX

CIP (1:2) Cd(OAc), 36,3 + 38%
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Tabela 6.15. Recuperacdo nas determinagdes em urina enriquecida contendo NOR ou
LEV como principio ativo usando SSRTP (média de trés determinagdes).

Principio ativo da Interferente Sal de atomo _
B B o Recuperacéo
formulagéo (proporgéo analito:inteferente pesado
CIP ) Th(NO)s 98,6 + 3,3%
CIP
- Cd(OAc), 107,9 + 2,8%
GAT
CIP Th(NOs3),4 1053+ 11,4
(1:1)
GAT
CIP Th(NOs)4 99+ 11,7
(1:2)
GAT
CIP Cd(OAc), 51,2+ 43%
(1:1)
GAT
CIP Cd(OAc), 17,8 £10,6%
(1:2)
MOX
CIP Th(NOs),4 94,3 £3,1%
(1:1)
MOX
CIP Th(NOs),4 100,3+6,1%
(1:2)
CIP MOX
Cd(OAc), 60,8 + 13,4%
(1:1)
MOX
CIP (1:2) Cd(OAc), 37,3 +40%

Os resultados obtidos mostram claramente que o método utilizado para a
determinagdo de CIP é adequado para ambos os sais indutores de
fosforescéncia, ndo importando a presenca de componentes da matriz real ou
medicamentosa. Porém, em matrizes simuladas contendo GAT ou MOX, tanto
em matrizes medicamentosas quanto em matrizes reais, ficou confirmado que o
uso do nitrato de tério permitiu a determinagédo de CIP na presenca de GAT até a
proporcao de um para dois, enquanto que o uso do acetato de cadmio promoveu
recuperacoes muito abaixo do esperado. Logo, o método SSRTP baseado no
uso de Th(NOs)4 pode ser utilizado para a determinacao de CIP na presenga de
GAT, dentro da proporcao estudada. J& nas misturas de CIP e MOX o uso do
nitrato de tério mostrou-se mais eficiente até a proporcdo de um para dois, a
partir dessa quantidade notou-se a existéncia de interferéncias espectrais que
ndo podem ser contornadas. Para essa mistura de CIP e MOX obtidas com o
acetato de cadmio as interferéncias geradas foram do tipo ndo espectrais em
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todas as proporgoes estudadas, interferéncias estas que podem ser contornadas
com a adicédo de analito.
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