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Resumo

Os propositos deste estudo foram a aplicacdo da técnica de
injegdes multiplas para a construgdo e comparagao entre curvas analiticas
e introdug¢do de uma nova variagdo de padronizacdo interna: o padrdo
interno em plugue externo (OPIS), que ¢é o proprio analito
sequencialmente injetado em um plugue externo a amostra. Para os
estudos com inje¢des multiplas foi desenvolvido um método isocratico
para determinagdo de cloridrato de clindamicina, eritromicina estolato e
azitromicina em formulagdes farmacéuticas por LC-ESI-MS/MS. Foram
estatisticamente comparadas 60 curvas analiticas pertencentes a cinco
diferentes estratégias de calibracdo: calibracdo externa simples,
calibracdo externa por MISER (Multiple Injection in a Single
Experimental Run), calibragdo externa simples com OPIS, e calibragdo
externa por MISER com OPIS. Como resultados, a cromatografia MISER
possibilitou a construg@o de curvas de calibragdo confidveis em menos de
cinco minutos, triplicando a frequéncia analitica e reduzindo consumo de
solventes e geracdo de residuos frente ao método convencional de
calibracdo. Além disso, a técnica de inje¢cdes multiplas demonstrou-se
valiosa em permitir a adi¢do do OPIS em substituicdo aos padrdes
internos classicos para corregdo de erros espectrais.

Palavras chave: cromatografia liquida, espectrometria de massas,
injegdes multiplas, MISER, padrio interno, frequéncia analitica, padrao
interno em plugue externo.






Abstract

The goal of this study was the application of the multiple injections
technique for calibration curves elaboration and the introduction of a
brand-new type of internal standardization: the Outer Plug Internal
Standard (OPIS), which is the very analyte sequentially injected in a
external plug. For the multiple injections studies an isocratic LC-ESI-
MS/MS  method for determining clindamycin hydrochloride,
erythromycin estolate and azithromycin in pharmaceuticals was
developed. Statistical comparison was applied to 48 calibration curves
belonging to four different calibration strategies: simple external
calibration, MISER (Multiple Injection in a Single Experimental Run)
external calibration, simple external calibration with OPIS, and MISER
external calibration with OPIS. As results, MISER chromatography has
turned possible the construction of trustworthy calibration curves in less
than five minutes, tripling the analytical throughput and reducing solvent
consumption and waste production opposite the conventional calibration
method. Besides, the multiple injections technique proved to be valuable
in allowing the addition of OPIS in replacement to classic internal
standardization to correct spectral errors.

Keywords: liquid chromatography, mass spectrometry, multiple
injections in a single experimental run, MISER, internal standard,
analytical throughput, outer plug internal standard.
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1. Justificativa

Cada vez mais a pesquisa académica e os protocolos de controle
de qualidade urgem por métodos analiticos mais rapidos, simples, baratos
e ambientalmente amigaveis. Neste sentido, com a evolugdo da
instrumentagdo analitica, novas possibilidades sdo abertas com cada
inovagdo.

Mesmo assim, apesar de as técnicas instrumentais e de preparo
de amostras hoje disponiveis permitirem a determinagao de praticamente
qualquer componente em uma ampla variedade de matrizes, muitas vezes
o fator limitante da viabilidade de um método consiste ou no uso de
grandes quantidades de solventes organicos, ou procedimentos
laboriosos, ou ainda em materiais e produtos custosos e/ou de dificil
obtengdo. Como exemplos podemos citar, respectivamente, preparos de
amostras por métodos classicos como extragdo liquido-liquido ou
Soxhlet, longas corridas cromatograficas e padrdes internos deuterados.
Infelizmente, muitas vezes, estas sdo caracteristicas intrinsecas de
métodos oficiais ou de normas ja consagradas e que dificilmente sofrem
atualizagdes.

Um destes métodos, presente em diversas farmacopéias ao redor
do mundo, consiste na analise de doseamento e uniformidade de contetido
de medicamentos antibioticos pela técnica do halo de inibicao
microbioldgico, necessitando de 15 horas ou mais para obtencdo do
resultado — categorizando caracteristicas indesejaveis para sua aplicagio
no controle de qualidade da indistria farmacéutica. Além disso, mesmo
para métodos cromatograficos oficiais, a propria etapa de calibragdo pode
ser uma etapa laboriosa, principalmente quando se trata da implantagao
de novo método e, portanto, passivel de validacao.

Com a finalidade de reduzir o tempo total de andlise, elevar a
frequéncia analitica, diminuir o consumo de solventes orginicos e
eliminar a necessidade por padrdes internos caros e de dificil obtengéo ¢
proposto um método cromatografico em LC-ESI-MS/MS que viabiliza a
adogdo da técnica de injecOes multiplas para a construgdo de curvas
analiticas, e posterior determinagdo em formulagdes, de trés antibioticos
adotando o proprio analito como uma nova técnica de padronizagdo
interna.
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2. Revisiao da Literatura
2.1 Quimica analitica e os métodos de separacio

A quimica analitica ¢ uma ciéncia de medicdo que consiste em
um conjunto de ideias e métodos que sdo uteis em todos os campos da
ciéncia, medicina e industria (SKOOG, 2009). Embora esta seja uma
definicdo um pouco ampla, a quimica analitica ¢, em sua esséncia, uma
ciéncia interdisciplinar de importincia e abrangéncia centrais, como

ilustra a Figura 1.

Figura 1: Ilustracdo da interdisciplinaridade da quimica analitica.
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Forense

Fonte: Skoog, 2009.

Na pratica, a quimica analitica proporciona métodos para
determinacdo qualitativa e quantitativa de elementos e substincias em
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materiais diversos, podendo ir desde a analise de metais em agua para
consumo humano até analise de esteroides anabolizantes em urina para
exame antidoping. Enquanto uma analise qualitativa nos informa sobre a
identidade das espécies em uma amostra, os métodos quantitativos
possibilitam a atribui¢do de um valor numérico indicativo da quantidade
de cada uma dessas espécies.

A quimica analitica pode ser dividida em duas grandes
categorias: os métodos classicos e os instrumentais. No principio do
desenvolvimento da quimica analitica a maioria das analises empregavam
a separagdo dos analitos por técnicas classicas como precipitagdo,
extragdo ou destilagio. Em andlises qualitativas, os componentes
separados eram tratados com reagentes de modo a se obter produtos que
seriam identificados por sua cor, ponto de ebulicdo, ponto de fusdo,
solubilidade em uma série de solventes, seu odor, atividade otica ou
indice de refracdo. Ja os meios quantitativos classicos se resumem a
medi¢des volumétricas ou gravimétricas (SKOOG, 2007). Contudo,
embora fundamentais mesmo para os dias atuais, estes métodos sempre
foram muito laboriosos e dispendiosos de tempo ¢ mao-de-obra, sendo
gradualmente substituidos pelos métodos instrumentais.

O primeiro método de analise instrumental, desenvolvido por
Robert Bunsen ¢ Gustav Kirchhoff em 1860, era fundamentado na
espectroscopia de absor¢do atdmica de chama (ARIKAWA, 2001). Deste
momento em diante os quimicos comegaram a utilizar de novos
fenomenos, como condutancia, diferenca de potencial, absor¢do e
emissdo de luz, relagdo massa/carga de moléculas e fluorescéncia, para a
deteccdo e quantificagdo de espécies quimicas com maior seletividade.

Em uma sociedade industrializada os quimicos analiticos
passaram a desempenhar um papel ainda mais importante, ndo somente
no desenvolvimento de novos métodos analiticos, como também no
controle de qualidade das matérias-primas e produtos acabados. Além
disso, os processos industriais, em sua maioria, despejam efluentes
contendo poluentes que podem ser preocupantes para a saide humana e
bem-estar da sociedade e meio ambiente. Nestes casos deve-se proceder
com analises quantitativas ndo somente do ar, agua e solo contaminados
como também dos efluentes, a fim de propor tratamentos ou agdes
mitigadoras que garantam que os contaminantes emitidos permanecam
dentro dos padrdes de qualidade.

Infelizmente, nem todas as fontes poluidoras sdo estaciondrias e
faceis de serem identificadas e monitoradas como as industriais. Um
exemplo atual desta problematica foi descrito por Peng (2016), onde é
apresentada a ocorréncia de drogas abusivas (como cocaina,
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metanfetaminas, morfina, codeina, diazepam, tetrahidrocanabinol) e seus
metabolitos em agua potavel ao longo da Europa, Asia e América na
ordem de ng.L™. Embora estes niveis trao ndo sejam capazes de induzir
efeitos toxicos agudos em humanos, a maior preocupacdo esta na bio-
acumulagdo a longo prazo, dada a lipofilicidade de muitos destes
farmacos e drogas de abuso.

E evidente que estudos como este s6 puderam ser realizados a
partir do aprimoramento das técnicas de detec¢do. Apesar de ainda muito
utilizados (e muitas vezes até preferidos) em todos os ramos de aplicagdo,
os detectores mais convencionais como ultravioleta ou fluorescéncia, na
cromatografia liquida, e ionizagdo em chama ou captura de elétrons, em
cromatografia gasosa, tém sido substituidos pela espectrometria de
massas devido a sua versatilidade analitica. Enquanto a cromatografia
gasosa permanece atada a analise de compostos volateis/volatilizaveis (ou
derivatizaveis a tais), a cromatografia liquida abrange as moléculas
termolabeis. A necessidade de abordagem destas moléculas e de detectar
quantidades cada vez menores dos analitos levou desenvolvimento e
aperfeicoamento da configuragdo LC-MS (do inglés, liguid
chromatography tandem mass spectrometry), que teve seu limite de
detecg¢do instrumental melhorado em aproximadamente 10.000 vezes nos
Gltimos 30 anos (BARCELO, 2007).

Além das necessidades ambientais e forenses por detectores mais
sensiveis e seletivos surge a demanda industrial por produtividade e
controle de qualidade em grande escala. Como exemplo, a partir dos anos
1980 a industria farmacéutica nacional deparou-se com dois cenarios
criticos: o aumento no grau de exigéncia na concessdo de novos
medicamentos por parte da ANVISA e o crescimento relampago na venda
de medicamentos genéricos que passou de 2 milhdes para 5 milhdes de
unidades ao més, em média, no ano de 2001, demandando métodos
analiticos mais rigorosos e uma elevada frequéncia analitica em controle
de qualidade.
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2.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia e técnicas
de calibracao

Ainda no inicio do século XX, a descoberta da cromatografia
(TSWETT, 1903) e da eletroforese (TISELIUS, 1930) possibilitou a
separagdo de misturas complexas, como componentes de extratos de
plantas, e a quantificacdo dos compostos de interesse. Os diversos
métodos de separagdo cromatografica t€ém sido aplicados para decifrar os
inimeros e complexos problemas da quimica, bioquimica, ciéncias
ambientais, toxicologia, etc., tanto no nivel académico como
comercialmente (COLLINS, 2006). Em cromatografia, seja ela liquida,
gasosa, permeacdo em gel, camada delgada, fluido supercritico, ou
qualquer uma das outras modalidades, uma solugdo da amostra ¢ injetada
no cromatografo e os compostos constituintes da mistura sdo
cromatograficamente separados por suas diferentes interagdes com uma
fase estacionaria enquanto sdo progressivamente eluidos por uma fase
movel. A Figura 2 esquematiza um sistema de cromatografia liquida de
alta efici€ncia, onde a amostra € injetada em d e eluida através de uma
coluna contendo a fase estaciondria em f por uma fase movel a sendo
bombeada por c¢. Os componentes separados pela cromatografia sdo
detectados em g e os dados sdo adquiridos no computador 4.

Figura 2: Esquema de um sistema HPLC.

Fonte: inkemiabrasil.com
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Mas a identificagdo e quantificacdo, de forma cada vez mais
sensivel e seletiva, de uma variedade tdo grande de substincias so foi
possivel em virtude do avango na instrumentagdo da area de separagoes.
Como exemplos temos a determinagdo de compostos organicos volateis
e pesticidas por cromatografia gasosa (GALCERAM, 2002; SRIDHARA,
2012) e de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (DAWES, 1997).

Para que se possa realizar uma analise quimica quantitativa, ou
seja, determinar a quantidade de um dado composto presente em uma
amostra, ¢ imprescindivel a etapa de calibragdo. Segundo a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), conforme abordado na
Resolu¢io RDC n° 134, o termo calibragdo é definido como um
“conjunto de operagdes que estabelecem, sob condigdes especificadas, a
relacdo entre os valores indicados por um instrumento de medida, sistema,
ou valores apresentados por um material de medida, comparados aqueles
obtidos com um padrio de referéncia correspondente”.

Para analises eletroforéticas e cromatograficas existem diferentes
estratégias de calibracdo que atendem a defini¢do da ANVISA. A relagdo
mencionada na defini¢do é normalmente realizada pela associagdo de uma
quantidade conhecida do analito ao respectivo sinal fornecido pelo
detector. Como sinal, normalmente ¢ utilizada a area do pico
cromatografico e, menos usualmente, sua altura (USP 29, <621>). Dentre
as estratégias classicas de calibragdo em cromatografia estdo:
padronizagdo externa, superposi¢do de matriz e adi¢do de analito. Uma
curva de calibragdo constitui em uma regressdo linear (Equacao 1) da
concentracdo do padrdo, no eixo das abcissas, por sua resposta relativa,
eixo das ordenadas (BARROS, 2002). Na equacdo, a ¢ o coeficiente
angular enquanto b € o coeficiente linear; aos termos y e x sdo associadas
a resposta e a quantidade de analito, respectivamente.

y=ax+b Equagdo 1

Embora apenas dois pontos sejam o suficiente para definir uma
reta, uma curva de calibra¢do ndo deve ser definida por menos do que
cinco pontos que ndo incluam o zero da curva, por motivo dos devidos
erros associados (THOMPSON, 2002).

O método da padronizagdo externa consiste na comparagdo da
area do analito em uma amostra com a equagdo de regressao linear da
curva de calibragdo construida a partir da medigdo de solug¢des do padrio,
preparadas em um solvente de trabalho, em diferentes concentragdes. Este
método, no entanto, ¢ suscetivel a interferentes provindos da matriz, erros
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de preparo da amostra e dos padrdes e de inje¢do e, neste caso, inferindo
na necessidade do preparo de uma nova curva a cada analise. Em todo
caso, devido a sua simplicidade, este método pode ser utilizado se o
analista possui pleno conhecimento das condigdes experimentais e de
contribui¢do de interferéncia por parte da matriz da amostra (CUADROS-
RODRIGUEZ, 2001).

Para correcdo das interferéncias matriciais foi proposta
calibragdo por superposicdo de matriz (do inglés, matrix-matched
calibration), ou curva na matriz. Como sugere o nome, nesta técnica,
diferentemente da calibracdo externa onde os padrdes sdo preparados em
um solvente de trabalho, a curva ¢ preparada a partir de uma matriz
similar a amostra e isenta dos analitos, sendo entdo fortificada com o
composto de interesse. Posteriormente, os resultados sdo igualmente
submetidos a regressdo linear para plotagem da curva de calibragao.
Apesar de ser um método confiavel, a dificuldade em encontrar uma
matriz isenta dos analitos, ou material de referéncia, ¢ um inconveniente
principalmente para analises de rotina; isto leva diretamente ao segundo
problema que ¢ a diferenca de intensidade desses efeitos e a concentragio
de interferentes na matriz, que podem diferir de uma amostra para outra
(CUADROS-RODRIGUEZ, 2003). Por exemplo, por mais que se
consiga uma matriz de plasma sanguineo isenta dos analitos, a amostra de
plasma do paciente A pode conter muito mais interferentes do que o
plasma do paciente B.

Para estes casos onde tanto a padronizagdo externa quanto a
superposicdo de matriz sdo inviaveis, recomenda-se a calibragdo por
adi¢do de analito, ou adi¢do de padrdo. Nesta abordagem aliquotas da
propria amostra sdo submetidas a adigdes conhecidas do analito. Na
sequéncia, plota-se a curva de calibragdo e extrapola-se a reta para o
segundo quadrante do eixo cartesiano, onde y = (. Neste ponto, o eixo
das abcissas define a concentracgdo de analito na amostra original (BERG,
1988). Apesar de trabalhoso e, muitas vezes, até mesmo inviavel,
principalmente para laboratdrios de rotina, o método da adicao de padrio
¢ especialmente importante quando a amostra ¢ demasiadamente
complexa, quando as interagdes com a matriz sdo significativas ou
quando houver dificuldade em se encontrar uma matriz isenta dos analitos
(SNYDER, 1997).

A Figura 3, a seguir, ilustra os trés tipos de curvas analiticas até
entdo mencionadas.
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Figura 3: Ilustragdo dos diferentes métodos de construgdo de curva de calibragdo.

y :
amostra = Adigdo padrao

ol
Yanalito + Ymatriz

Superposigdo de matriz

Padronizagao externa

—— s . e s o

Xanalito

1 xa nalito *xmatnz

Fonte: Ribani, 2004.

Independentemente do método de calibragdo empregado, para
que uma curva de calibracdo seja considerada confiavel ¢ imprescindivel
que seja avaliada sua linearidade, ou seja, sua capacidade em fornecer
resultados diretamente proporcionais a concentragdo do analito (ICH,
1995; USP 24, <1225>). Para tal, utiliza-se o coeficiente de correlagio r
(CHUI, 2002); quanto mais proximo de 1,0 o valor de », menor a
dispersdo do conjunto de pontos e menores os erros associados aos
coeficientes linear e angular calculados a partir da regressao linear da reta.
Para verificar se a equacdo de regressdo ¢ estatisticamente significativa
podem ser efetuados os testes de ajuste do modelo linear, validade da
regressdo, eficiéncia e eficiéncia maxima (BARROS, 2001). A ANVISA
(2003) recomenda um coeficiente de correlagdo maior ou igual a 0,99
enquanto, o INMETRO (2007), valor superior a 0,90.

Também é comum que o analista escolha uma faixa de aplicagao,
com ndo menos que cinco pontos, compreendendo minimos ¢ maximos
(valores inferior e superior da reta, respectivamente) dentro de uma faixa
linear. A faixa linear indica o intervalo dos pontos que responde
linearmente a faixa de aplicag@o corresponde ao intervalo entre o valor
superior ¢ inferior da substancia em exame, que atenda aos requisitos de
precisdo e exatiddo (SWARTZ, 1998). Embora seja feita de modo
empirico por muitos analistas, varias recomendagdes podem ser
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encontradas na literatura. Como exemplo, ANVISA (2003) especifica um
intervalo que compreenda entre 80% e 120% do valor nominal para
farmacos.

Independentemente da técnica de quantifica¢do adotada, método
final selecionado deve fornecer a melhor exatiddo possivel e um alto nivel
de precisdo. A metodologia escolhida para quantificacdo deve atingir
estes objetivos em um menor tempo possivel, com um minimo de
envolvimento do operador, além de utilizar pouca quantidade de amostra
(RIBANI, 2004). Em adigdo, as atuais tendéncias da Quimica Verde
sugerem métodos mais rapidos e com baixos consumo de solvente e
geracao de residuos.

2.2.1 Padronizacao interna em LC-MS

Para todos os trés tipos de calibrag@o anteriormente mencionados
pode-se implementar o uso de um padrao interno. Esta variagcdo implica
na adicdo da substincia escolhida como padrdo interno em todas as
solugdes dos padrdes, amostras e extratos das amostras sempre em mesma
concentragdo. A curva sera entdo plotada com a razdo das areas do analito
e do padrdo interno no eixo das ordenadas. Este método ¢ especialmente
util por independer de pequenas mudangas em varidveis experimentais,
como variagdes espectrais e volume de injecdo. Entretanto, com a
introdug¢do da espectrometria de massas a cromatografia liquida para
analises quantitativas, o proposito do padrdo interno foi voltado
principalmente para correcdo de erros de detecgdo (WIELING, 2002).

Apesar de apresentar sensibilidade e seletividade inigualdveis, a
detec¢do por espectrometria de massas apresenta uma desvantagem
inerente. Quando um composto deixa a coluna e ¢ introduzido na fonte de
ionizagdo apenas parte do numero total de moléculas é ionizado; esta
eficiéncia de ionizagdo depende amplamente da estrutura quimica do
composto, mas, adicionalmente, pode variar em operagdes interday como
resultado de alguns pardmetros que, apesar de otimizaveis, sdo de dificil
(ou quase impossivel) controle, como a temperatura e a pressdo da fonte
de ionizagdo (STOKVIS, 2005). Portanto, a padronizacdo interna ¢
considerada essencial em ensaios quantitativos empregando deteccao por
espectrometria de massas, dado que essas variagdes afetam somente as
respostas absolutas, e ndo a razdo das respostas (JOHNSTONE, 1996).

Idealmente, a substincia usada como padrdo interno deve ter
tempo de retengdo proximo ao analito, ser inerte a todos os componentes
da matriz, ndo fazer parte da amostra, apresentar boa resolugdo
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cromatografica e ser estruturalmente similar ao analito (KRULL, 1998).

Em espectrometria de massas ha ainda outro fator que contribui
para o aumento de erros. Quando o analito ¢ introduzido na fonte ele
devera competir por ionizagdo juntamente com outros compostos
presentes na matriz; infelizmente o grau de supressdo depende
diretamente de sua estrutura, o que significa que, caso o padrdo interno
ndo seja suficientemente similar ao analito, ambos podem sofrer
diferentes graus de supressdo idnica (STOKVIS, 2005). Por este motivo
analises quantitativas em LC-MS utilizam padrdes internos que sejam ou
estruturalmente similares ao analito ou is6topos estaveis (SIL, do inglés,
Stable Isotopically Labeled). Os SIL s3o padrdes internos onde 3 — 8
atomos de 'H, "*C, '*N ou '°0 séo substituidos por seus isotopos de massa
imediatamente superior, sendo os isotopos de carbono e os deuterados os
mais comuns. Em contrapartida, além de serem muito custosos, de dificil
obtengdo, ou até mesmo indisponiveis, os padrdes internos isotdpicos
podem apresentar propriedades fisico-quimicas levemente diferentes,
podendo levar a diferengas cromatograficas (KATO, 2000; STOKVIS,
2005; WIELING, 2002).

2.3 Injecdes multiplas em cromatografia e eletroforese
capilar

Viu-se, nos ultimos anos, um aumento na necessidade por
experimentos de alto rendimento (HTE, do inglés, Hight Throughput
Experimentation) na descoberta, investigagdo e otimizacdo de reacdes
organicas (CYPES, 2009; RAJAN, 2008; WEBSTER, 2008). Estas
técnicas experimentais, possiveis devido aos avangos na automagao, sdo
apreciados por ambos nichos académico e industrial. Enquanto o HTE
continua a expandir hd uma constancia na necessidade pelas técnicas de
analise de alto desempenho (HTA, do inglés, Hight Throughput
Analysis), que possibilitem aos analistas a manter o ritmo no tratamento
de dados experimentais (WANG, 2009).

Apesar dos consideraveis avancos, como programagdo do
software para auto-integracdo de picos cromatograficos, € comum aos
pesquisadores investir a maior fragdo do tempo de analise no tratamento
dos dados analiticos (WELCH, 2010). Em cromatografia, uma rotina
comumente encontrada consiste na alocagdo das amostras em vials
seguida da injecdo da amostra e corrida cromatografica, obtengdo dos
cromatogramas individuais de cada amostra, integracdo das areas dos
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picos através da ferramenta de trabalho do software do equipamento e
exportacdo dos dados para um software de planilhas, onde os valores sdo
utilizados para construgdo da curva de calibragdo e posterior calculo dos
teores dos analitos nas amostras. Apesar de os softwares mais modernos
possibilitarem uma integrag@o intuitiva (ou até mesmo automatica) de
todas estas etapas, nota-se que, em alguns casos, a rotina de integragdo
pode ser um pouco inflexivel e demandar algum tempo do analista para
ajusta-la a sua necessidade; enquanto as ferramentas de tratamento de
dados ndo sofrem as atualizagdes necessarias para satisfazer as
necessidades analiticas e com a finalidade de minimizar estas etapas e o
tempo de tratamento de dados, novas técnicas de HTA vém sendo
propostas.

Na abordagem de aumento da frequéncia analitica, Micke et al.
(2009) propo6s modificagdes operacionais para redugdo do tempo total de
analise (TAT, do inglés, Total Analysis Time) na determinagdo de
propranolol por eletroforese capilar. Ainda em eletroforese capilar, foi
proposto um método para quantificacdo de nitrato e tiocianato em saliva
com coleta por swab e correcdo do volume de amostra por comparagao
entre os picos do padrdo interno injetados em duas situagdes: antes e apos
a coleta; a visualizagdo dos analitos e do padréo interno em duas situacdes
P1 (antes) e P2 (depois) fica representada em um unico eletroferograma,
como apresentado na Figura 4 (VITALI, 2011a).

Figura 4: Duas inje¢des distintas representadas em um mesmo eletroferograma na
determinagéo de propranolol (a) e nitrato e tiocianato com correcdo do volume de
amostra (b).

P1 p2

| — T
03 04
Time, seconds Time, minutes

Fonte: Vitali, 2009 (a) ¢ 2011a (b).
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Também em 2011 foi proposta a determina¢do de iodeto por
injegdes multiplas em eletroforese capilar; o método possibilitou a analise
simultdnea de quatro amostras corrigidas por padrdo interno (VITALI,
2011b).

Outra variavel da técnica de inje¢des multipla é de cromatografia
multiplexada com decodificacdo Hadamard; esta técnica utiliza inje¢des
pseudo-aleatérias derivadas de matrizes Hadamard, possibilitando
injecdes sequenciais rapidas que fornecem um cromatograma
multiplexado contendo os picos de uma série de amostras com analitos
similares. O cromatograma convencional ¢ obtido pela aplicacdo da
transformada de Hadamard; variagdes na transformada dos
cromatogramas multiplexados ainda permitem a obtencdo de
cromatogramas individuais de cada amostra injetada. Tem-se aplicagdes
da técnica em cromatografia gasosa (TRAPP, 2010), liquida (SIEGLE,
2014) e de permeacdo em gel (SIEGLE, 2016). A Figura 5 traz um
exemplo visual.

Figura 5: Cromatogramas multiplexados completos (a, b) e uma se¢do modular de
seus respectivos cromatogramas Hadamard-transformados (c, d).
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Fonte: Siegle, 2016.
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Em cromatografia, Welch (2010) propds pela primeira vez o
termo MISER Chromatography (Multiple Injections in a Single
Experimental Run) na sondagem da concentragdo de cafeina em
diferentes bebidas por HPLC. O método consiste na injecdo de trés
solugdes de cafeina, a 20 — 100 — 250 ug.mL"', seguida da inje¢do das
amostras; a quantificag@o foi feita por comparacdo de picos. Para evitar
que os picos de cafeina de diferentes inje¢des coeluam, calcula-se o tempo
necessario de espacamento entre as injecdes; logo, em MISER, os picos
pertencentes a um mesmo analito sdo separados temporalmente ao invés
de cromatograficamente. Para a representagdo grafica desta andlise o
autor nomeou-a misergrama, originalmente misergram em inglés,
conforme apresentado na Figura 6.

Figura 6: Misergrama da analise de cafeina em diferentes bebidas.
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Fonte: Welch, 2010.

Ha trés anos a técnica de injegdes multiplas foi aplicada a
cromatografia gasosa (MISER GC-FID), possibilitando a determinagao
de friedelan e friedelan-3-ol em extratos de plantas; a técnica foi capaz de
aumentar em 2,6 vezes a frequéncia analitica em relacdo ao método
convencional por inje¢des simples (VISTUBA, 2013).

Em 2016 foi publicado o primeiro trabalho de inje¢des multiplas
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em cromatografia de fluido supercritico (MISER SFC) para analise de
pureza enantiomérica (ZAWATZKY, 2016); o método possibilitou a
andlise de 96 amostras em 34 minutos.

2.4 Aplicacio e analitos

A industria farmac€utica encontra-se sob constante pressdo para
acelerar a descoberta de novos medicamentos, impulsionar a
produtividade e quantificar rapidamente uma crescente variedade de
farmacos (PAPP, 2013). Por este motivo, esfor¢os tém sido empenhados
nas etapas de automatizacdo, miniaturizagdo e alto rendimento das
analises (CHEN, 2003).

Além disso, tratando de controle de qualidade, os métodos
propostos nas monografias farmacopéicas demandam de instrumentacio
de alto grau de especificidade em fun¢do do medicamento de interesse
para analise, inferindo ou na necessidade por cromatografos dedicados ou
em tempo improdutivo de troca das condi¢des analiticas, como coluna,
fase movel e/ou detector. Como exemplo temos os métodos da
farmacopeia americana (USP, do inglés, United States Pharmacopeia)
para determinagdo de clindamicina, eritromicina e azitromicina (Figura 7
e Tabela 1) em matéria-prima farmacéutica e em capsulas com diferentes
condigdes cromatograficas, conforme apresentado na Tabela 2.
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Figura 7: Estrutura molecular da a) azitromicina, b) clindamicina e c) eritromicina.
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Tabela 1: Propriedades dos analitos
. Peso molecular

Analito (/mol) Log K,y PK.
Azitromicina 748,996 4,02 8,74
Clindamicina 424981 2,16 7,79
Eritromicina 733.937 3,06 8,88

Fonte: PubChem
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Tabela 2: Comparativo entre condigdes de analise cromatograficas para determinagéo
de azitromicina, clindamicina e eritromicina em formulagdes farmacéuticas conforme
monografias da farmacopéia americana.

Analito

Fonte

Método

Condicoes analiticas

Azitromicina

USP

HPLC-PAD

Coluna: L49, 15 cm.
FM: 1,5 1 mL.min™
KH,PO,/ACN, pH 11

Azitromicina

FB

Halo de inibi¢ao
microbioldgico

Dilui¢do: tampao PO, pH 8 estéril
Placa: 20 mL agar antibiotico / 5 mL
de agar contaminado Kokuria
rhizophila (ATCC 9341).

Amostra: 200 uL.

Incubagio: 35,5 °C por 16-18 h.

Clindamicina
(matéria-prima)

USP

HPLC-UV

Coluna: L1, 25 cm.

FM: 1 mL.min""

55% tampdo POy, pH 7,5;
45% acetonitrila.
Injegdo: 10 uL.

Clindamicina
(capsulas)

USP

HPLC-IR

Coluna: L1, 30 cm.

FM: 1 mL.min""
CSA/AcNH4/MeOH pH 6,0.
Injegdo: 25 uL.

Eritromicina
(capsulas)

USP/FB

Halo de inibi¢ao
microbioldgico

Dilui¢do: tampao PO, pH 8 estéril
Placa: 20 mL agar antibiotico / 5 mL
de agar contaminado Kokuria
rhizophila (ATCC 9341).

Amostra: 200 uL.

Incubagéo: 35,5 °C por 16-18 h.

Eritromicina
(matéria-prima)

USP

HPLC-UV

Coluna: L21, 25 cm, 65 °C.

FM: 2 mL.min™"

62% K,HPO,4 pH 9,0/ACN/H,0/ ¢-
BuOH; 25% ACN; 13% H,0.
Injegdo: 100 uL.
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Enquanto a analise da matéria-prima ¢é realizada pela injecao de
10 uL e eluicdo através de uma coluna Cig (ou L1, conforme
farmacopéias) de 25 cm de comprimento, com fase mével composta de
55% tampao fosfato pH 7,5 e 45% acetonitrila e utilizando de detecg¢ao
por ultravioleta (210 nm), a formulagdo encapsulada ¢ analisada pela
inje¢do de 25 uL em uma coluna de 30 cm contendo mesma fase
estacionaria, detecgdo por indice de refracdo e uma fase movel complexa
preparada contendo 4cido dI-10-canforsulfonico (CSA), acetato de
amonio, metanol e pH final ajustado para 6.

A eritromicina é outro exemplo de divergéncia metodoldgica entre
formulagdes farmacéuticas. Enquanto algumas delas, como a matéria-
prima, utiliza da cromatografia liquida de alta eficiéncia (detector UV,
coluna L21 (copolimero de estireno-divinilbenzeno) a 65 °C, 100 uL de
inje¢do0), outras, como eritromicina encapsulada, utilizam de ensaio
microbioldgico por halo de inibi¢ao. Este método, além de especialmente
trabalhoso ¢ demorado pela necessidade de espera pelo aumento do halo
de inibi¢do microbioldégico sobre um microorganismo de referéncia
através da incubagdo das placas em temperatura controlada por 24 horas,
requer também uma elevada quantidade de materiais e tempo de preparo,
j& que as analises de uniformidade de conteuido devem ser feitas em
triplicata, com uma populagcdo amostral de 10 capsulas, totalizando o
preparo de 30 placas microbiologicas (ANVISA, Farmacopéia
Brasileira).

Um terceiro exemplo sdo os métodos oficiais para a determinagdo
de azitromicina. Enquanto a USP utiliza uma configuragdo em
cromatografia liquida (dada por deteccdo amperométrica, coluna de
gama-alumina — L29, inje¢@o de 50 uL e uma fase movel constituida de
uma mistura de acetonitrila e fosfato de s6dio monobasico ajustada a pH
11), a Farmacopéia Brasileira, assim como em sua propria versao para a
eritromicina, emprega o ensaio por difusdo em disco. A Figura 7 ilustra
este mecanismo.
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Figura 8: Ilustragdo do método analitico para quantificagdo da dose de antibidticos
pelo método microbiologico por difusdo em disco.

Fonte: Centers for Disease Control and Prevention.

Para o caso de medicamentos encapsulados, o contetido interno
deve ser devidamente removido, dissolvido, diluido e filtrado; na
sequéncia, a solucdo da amostra ¢ derramada na placa em forma circular
com o auxilio de um cilindro metalico esterilizado. Enquanto o halo de
inibi¢cdo pode requerer até 18 h para a leitura, os métodos farmacopéicos
cromatograficos apresentados na Tabela 2 ndo mencionam o tempo de
retencdo dos analitos.

Nestes exemplos fica ilustrada a necessidade, ndo somente da
simplificacdo e unificagdo das condigdes analiticas intra-formulacdes
como também, sempre que possivel, o desenvolvimento de métodos
multi-analitos e mais rapidos, visando reduzir o tempo total de analise e,
consequentemente, aumentar a frequéncia analitica.

Em 2015, Jank et al propuseram um método para determinagdo
de antibioticos do grupo dos macrolideos (incluindo azitromicina e
eritromicina) e das lincosamidas (incluindo a clindamicina) em leite e
musculo por LC-ESI-MS/MS; no entanto, os tempos de retengao obtidos,
iguais a 6,94 minutos para a azitromicina, 7,10 minutos para a
clindamicina e 7,42 para a eritromicina, foram alcangados através de
eluicdo por gradiente de solventes, sendo este um fator impeditivo para o
uso da técnica de injegdes multiplas para o aumento da frequéncia
analitica — conforme mencionado adiante.
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3. Objetivos
3.1 Objetivo geral

Estudar a viabilidade do aumento da frequéncia analitica pela
utilizacdo de inje¢cdes multiplas em cromatografia liquida acoplada a

espectrometria de massas para construcdo de curvas de calibragdo
propondo uma nova variavel de padronizacdo interna.

3.2 Objetivos especificos

. Desenvolver um método cromatografico para a construgdo de
uma curva de calibragdo com inje¢des multiplas (MISER);

. Propor uma nova varia¢do de padronizagdo interna por injegoes
multiplas para corre¢des espectrais;

. Comparar estatisticamente as curvas de calibragao construidas;

. Apresentar as principais fontes de erros corrigidas pela
calibracdo por padronizagdo interna;

. Desenvolver uma metodologia analitica de LC-ESI-MS/MS em

modo isocratico para a determinagdo de clindamicina,
azitromicina e eritromicina.
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4. Procedimento Experimental

4.1 Reagentes e solugdes

Os padroes analiticos de cloridrato de clindamicina, eritromicina
estolato e azitromicina dihidratada, o tolueno ¢ o acido férmico, utilizado
como aditivo de fase movel, foram adquiridos na Sigma-Aldrich (Sao
Paulo, SP, Brasil).

Dos solventes utilizados para preparo dos padroes e fase movel, a
agua ultrapurificada foi produzida em um Milli-Q Deionizer (Millipore,
Beldford, MA, USA) e acetonitrila grau HPLC adquirida na Tedia Brazil
(Rio de Janeiro, RJ, Brasil). O metanol utilizado no preparo das solucdes
padrao foi igualmente adquirido na Tedia Brazil.

4.2 Instrumentacao

O sistema LC-ESI-MS/MS utilizado consiste por um cromatografo
liquido de alta eficiéncia Agilent 1200 Series (Agilent Technologies,
Waldbronn, Alemanha) equipado com bomba quaternaria, degaseificador
de fase movel, amostrador automatico com controle de temperatura com
capacidade para 2 bandejas de 54 amostras e compartimento
termostatizado para coluna e detector de arranjo de diodos (DAD). A
detecgdo foi realizada em um espectrometro de massas triploquadrupolar
API 3200™ Applied Biosystems/MDS Sciex (Sciex, Condord, Canada)
equipado com cela de colisdo LINAC®, fonte de ionizagdo Turbo v™
operando em modo TurbolonSpray® (eletrospray), gerador de gases
PEAK Generator (PEAK Scientific Instruments, Renfrew, Escocia) e
bomba de infusdo Harvard Apparatus (Holliston, MA, EUA). As etapas
de desenvolvimento do método, aquisicdo de dados e tratamento dos
cromatogramas foi realizada no software Analyst versao 1.6.2.

O espectrometro de massas foi calibrado em ambos os modos de
ionizacagdo, positivo e negativo, com uma solucdo padrdo de calibragdo
do proprio fabricante, infundida a 10,0 uL.min'1 com o capilar
posicionado em relagdo ao contra-eletrodo nas posigoes 5 ¢ 10 mm nas
dire¢Ges horizontal e vertical, respectivamente. Ar sintético foi utilizado
como gas nebulizante (GS1), gas secante (GS2) e gas de exaustio
(Exhaust Gas) na fonte Turbo v, Nitrogénio foi empregado como
cortina de gas de dessolvatagdo (Curtain GasTM) e como gas de colisdo
(CAD Gas' ") na célula LINAC®.
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Os parametros potencial de orificio (DP), energia de colisdo (CE)
e potencial de saida da cela (CXP) do triploquadrupolo foram otimizados
com padrdes dos trés compostos de interesse, clindamicina, eritromicina
e azitromicina, em modo Monitoramento de Rea¢des Multiplas (MRM,
do inglés, Multiple Reactions Monitoring).

4.3 Condig¢des cromatograficas

Foi desenvolvido um método isocratico em LC-ESI-MS/MS
capaz de separar os trés analitos. As corridas cromatograficas foram
desempenhadas em colunas Synergi Polar-RP Phenyl de 150 mm de
comprimento e 2 mm de didmetro com tamanho de particula igual a 4 um
(Phenomenex, Torrance, CA, EUA), ZORBAX Eclipse Plus Cg (150 mm
X 5 mm x 4,6 um) e Poroshell 120 EC-C,g (50 mm x 4,6 mm x 2,7 um)
(Agilent Technologies) a temperatura de 30 °C.

A eluicdo foi dada em modo isocratico com fase modvel
constituida de 80% de acetonitrila (ACN) e 20% de solugdo aquosa de
acido formico (HCOOH) a 0,1% a um fluxo igual a 400 uL por minuto.

A etapa de inje¢do utilizou de uma seringa de 100 uL acoplada
ao amostrador automatico. As condi¢des de injecdo fixadas foram o
volume de injecdo, em 1 uL, e as velocidades de suc¢do e ejecdo, ambas
iguais a 200 ML.min'l.

A deteccdo dos analitos foi realizada em eletrospray no modo de
ionizagdo positivo com a otimiza¢do dos principais pardmetros da fonte
de ionizagdo e cela de colisdo conforme: tensdo do capilar, 5500 V;
temperatura da fonte, 450 °C; gis de nebulizagio, 45 psi; gas de secagem,
45 psi; gas de colisdo, alto; cortina de gas de dessolvatacao, 10 psi.

Os experimentos referentes a precisdo do injetor automatico
foram conduzidos em uma coluna ZORBAX Eclipse Plus Cg (150 mm x
5 mm x 4,6 um) em modo isocratico a 1 mL.min" com fase movel
composta por 85% de agua e 15% de MeOH:H,0 em propor¢do 95:5. A
deteccao foi feita a 255 nm no detector de arranjo de diodos.
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4.4 Padroes e curvas de calibracio

As solucdes de infusdo no espectrometro de massas foram
preparadas pela dilui¢@o das solugdes estoque em solug@o aquosa de acido
férmico a 0,1%.

As solugdes padrao estoque a 1000 pLg.mL'1 dos trés compostos
de interesse foram preparadas por sua pesagem e posterior dissolugdo em
metanol grau HPLC. As solugdes estoque foram armazenadas sob
refrigeragdo a -5 °C.

As solugdes de trabalho dos trés analitos foram preparadas pelas
dilui¢des, em baldo volumétrico, de aliquotas das solugdes estoque em
agua ultrapura, fornecendo as concentra¢des de clindamicina a 10 pg.mL’
! eritromicina a 1 ptg.mL'1 e azitromicina a 1 ptg.mL'l. De modo analogo
preparou-se uma solugdo de trabalho mista dos trés analitos na mesma
concentragdo mencionada.

A partir de diluigdes por partes da solugdo de trabalho de
clindamicina as concentrac¢des de 2, 4, 6 ¢ 8 ug.mL'l foram realizados
experimentos de constru¢do e comparagdo entre curvas de calibragdo.
Adotou-se, portanto, a faixa de trabalho de 2 a 10 p,g.mL'l, sendo
posteriormente apresentados os calculos dos limites de quantificagdo e
detecgdo de cada curva de calibragao.

Foram elaborados, desenvolvidos e comparados quatro tipos de
curvas de calibragdo: curva de calibragdo externa simples; curva de
calibracdo externa simples com padrdo interno em plugue externo (OPIS,
do inglés, Outer Plug Internal Standard); curva de calibra¢do externa em
MISER; curva de calibragdo externa em MISER com OPIS. O termo
OPIS esta sendo proposto pela primeira vez neste trabalho e sera discutido
mais adiante; até que seja devidamente abordado cabe interpreta-lo como
um padrio interno convencional. Na calibracdo simples a curva de
calibragdo ¢ feita de modo convencional, com um ponto por
cromatograma; na calibragdo simples com OPIS cada cromatograma ¢
constituido de um pico da curva de calibragdo mais um pico do OPIS,
injetado sequencialmente; na calibragdo em MISER os cinco pontos da
curva de calibragdo sdo injetados sequencialmente e representados em um
mesmo cromatograma (posteriormente denominado “misergrama”); por
fim, na calibragdo em MISER com OPIS a representagdo ¢é feita com seis
picos, sendo cinco pontos da curva de calibragdo e um pico do OPIS.

Estes experimentos foram conduzidos em bateladas diarias,
compostas por triplicatas de cada um dos tipos acima mencionados,
repetidas quatro vezes em datas aleatdrias espagadas por intervalos de no
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minimo tré€s dias. Nestes intervalos de tempo o mesmo sistema LC-ESI-
MS/MS foi utilizado, com outras colunas, para analises de outros analitos
em matrizes diversas, como plasma de peixe e extratos de plantas.

4.5 Amostrador automatico
4.5.1 Programacéio de injecao

No moédulo de inje¢do do HPLC Agilent 1200 Series os vials com
as amostras sao inseridos no amostrador automatico no formato de duas
placas com capacidade para 54 amostras cada. Estas sdo posicionadas
uma a frente da outra, sendo associado o numero 1 a placa frontal e o
numero 2 a placa traseira. Para facil localicdo dos vials nas placas, a cada
linha é associada uma letra, de A até F, e a cada coluna um namero
sequencial de 1 a 9. A Figura 9 apresenta esta descricao.

Figura 9: Conformacéo das amostras em placas para 54 vials no HPLC Agilent
1200 Series.
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7

Esta informagdo ¢é importante para o entendimento da
programagdo do amostrador automatico ao instrui-lo sobre a localizagdo
da amostra em cada inje¢@o. Desta maneira, a amostra localizada na placa
1, linha A e coluna 1 ¢ enderecada como “P1-A-01"’; a amostra na placa
2, linha C e coluna 7, “P2-C-07"; e assim por diante.

Assim, para a constru¢do de uma curva de calibracdo de
clindamicina com cinco pontos por inje¢des multiplas, as solugdes padrao
de 2,4,6,8¢ 10 ptg.mL'1 foram inseridas nas posi¢oes P1-A-01, P1-A-
02, P1-A-03, P1-A-04 e P1-A-05 respectivamente. O amostrador
automatico foi programado conforme a rotina apresentada na Tabela 3. A
curva de calibragdo por inje¢des multiplas adicionada do OPIS foi feita
de modo similar com uma inje¢do a mais, onde as etapas 7, 8 e 9 sdo
repetidas ao término da nona, totalizando 17 etapas (Tabela 4).

Tabela 3: Rotina programada para construgio de uma curva de calibracdo de 5 pontos
em MISER com o amostrador automatico.

Etapa Informag¢io complementar

1.  Succionar amostra Local: P1-A-01

2. Injetar amostra Volume: Pré-definido (1 uL)
3.  Aguardar Tempo: 0,10 minutos

4.  Succionar amostra Local: P1-A-02

5.  Injetar amostra Volume: Pré-definido (1 uL)
6.  Aguardar Tempo: 0,10 minutos

7. Succionar amostra Local: P1-A-03

8. Injetar amostra Volume: Pré-definido (1 uL)
9.  Aguardar Tempo: 0,10 minutos

10. Succionar amostra Local: P1-A-04

11. Injetar amostra Volume: Pré-definido (1 uL)
12. Aguardar Tempo: 0,10 minutos

13. Succionar amostra Local: P1-A-05

14. Injetar amostra Volume: Pré-definido (1 uL)
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Tabela 4: Rotina programada para construgio de uma curva de calibragdo de 5 pontos
mais padrdo interno em plugue externo em MISER com o amostrador automatico.

Etapa Informag¢do complementar

1.  Succionar amostra Local: P1-A-01

2. Injetar amostra Volume: Pré-definido (1 uL)
3.  Aguardar Tempo: 0,10 minutos

4.  Succionar amostra Local: P1-A-02

5. Injetar amostra Volume: Pré-definido (1 uL)
6.  Aguardar Tempo: 0,10 minutos

7. Succionar amostra Local: P1-A-03

8. Injetar amostra Volume: Pré-definido (1 uL)
9.  Aguardar Tempo: 0,10 minutos

10. Succionar amostra Local: P1-A-03

11. Injetar amostra Volume: Pré-definido (1 uL)
12. Aguardar Tempo: 0,10 minutos

13. Succionar amostra Local: P1-A-04

14. Injetar amostra Volume: Pré-definido (1 uL)
15. Aguardar Tempo: 0,10 minutos

16. Succionar amostra Local: P1-A-05

17. Injetar amostra Volume: Pré-definido (1 uL)

Para ambas as rotinas acima apresentadas as etapas 14, da Tabela
3, e 17, da Tabela 4, ndo precisam necessariamente ser as Ultimas da
sequéncia. Apos a injecdo dos ultimos pontos das curvas de calibragdo
abre-se a possibilidade para a inje¢do sequencial de um numero x de
amostras limitado apenas pela capacidade do amostrador automatico.

Nos ensaios para construgdo das curvas de calibragdo externas
simples com OPIS o injetor automatico foi programado conforme segue,
onde o X (Etapa 1, Local) ¢ substituido pelo nimero da coluna onde se
encontra o frasco (vial) contendo cada um dos pontos da curva. Esta rotina
foi repetida cinco vezes por curva de calibragdo, sendo obtidos cinco
cromatogramas, cada um contendo um ponto da curva mais o pico do
OPIS.

Tabela 5: Rotina programada para construgdo das curvas de calibragdo externas
simples com padrdo interno em plugue externo por inje¢des multiplas.

Etapa

Informag¢do complementar

Succionar amostra

Local: P1-A-0X

Injetar amostra

Volume: Pré-definido (1 uL)

Aguardar

Tempo: 0,10 minutos

Succionar amostra

Local: P1-A-03

S E Rl Ead

Injetar amostra

Volume: Pré-definido (1 uL)
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Para curvas de calibragdo externas simples (ndo-MISER) o
amostrador automatico foi utilizado em seu modo padrao (defaulf), sem
qualquer programagao adicional.

4.5.2 Teste de precisio

A precisdo do injetor automatico foi avaliada, em cinco volumes
de injec¢do (0,2; 0,5; 1,0; 2,0 e 5,0 uL), pelo seu desvio padrao relativo
(RSD, do inglés, Relative Standard Deviation). Para cada um dos niveis
de inje¢do foram realizadas cinco inje¢des com um padrao de tolueno a
85 ptg.mL'1 em metanol grau HPLC.

4.5.3 Calculos e testes estatisticos
Os tratamentos estatisticos dos dados foram realizados através dos
calculos de desvio padrio, média aritmética e desvio padrio relativo,

conforme apresentado nas Equagdes 2, 3 e 4 abaixo, respectivamente.

Equagao 2

Onde s € o desvio padrio, x; os dados de entrada, n o nimero de
dados e m sua média aritmética.

1 ~
m = ;Z %; Equagdo 3

Onde m é média aritmética, x; os dados de entrada e n 0 nimero
de dados.

m

Onde m € média aritmética e s o desvio padrio.

Todas as regressoes lineares foram calculadas pela Equacao 2
anteriormente apresentada. Os calculos de limite de detec¢do (LOD, do
inglés, Limit of Detection) e limite de quantificacdo (LOQ, do inglés,
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Limit of Quantitation) do método foram avaliados pela relagdo
sinal/ruido, conforme consta na Equacao 5, no ponto mais baixo da curva.

F Equagdo 5
LOD/LOQ = C—=
/LOQ S/R

Onde C ¢ a concentracdo do analito na solugdo injetada, S/R ¢ a
relagdo sinal-ruido e F o fator igual a 3 para o calculo do LOD — ou seja,
o sinal do analito deve ser 3 vezes maior que aquele apresentado para o
ruido — e igual a 10 para o céalculo do LOQ (RIBANI, 2004).

Os testes de hipoteses foram realizados com os suplementos Solver
e Ferramenta de Andlises do Microsoft Excel® através do teste ¢ de
Student.
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5. Resultados e discussoes
5.1 Caracterizacao e ionizacao dos analitos no MS

Nesta etapa, o primeiro passo ¢ a escolha do modo de ionizacdo a
ser utilizado: positivo ou negativo. Em modo positivo, procura-se pela
massa do analito acrescida de um préton (H'), enquanto, em modo
negativo, busca-se pela massa do analito desprotonada. Conforme pode
ser observado na Tabela 1 os trés compostos de interesse possuem carater
levemente basico. Sabe-se, contudo, que analitos basicos apresentam
sinais de maior intensidade quando analisados com polaridade positiva,
ocorrendo o oposto para analitos acidos e, portanto, sendo favorecidos
pela aplicagdo de polaridade negativa ao capilar da fonte ESI. Por este
motivo foi escolhido o modo de ionizacdo positivo para detecgdo dos
compostos alvos da aplicagdo deste estudo.

Como a intensidade do sinal relacionado a molécula alvo pelo
espectrometro de massas € proporcional a sua ionizagdo, torna-se
importantissima a escolha do solvente utilizado na solugdo padrdo de
infusdo para otimizagdo dos parametros de ionizacdo. Em outras palavras,
o solvente infundido pode influenciar na capacidade de ionizacdo da
molécula. Sabe-se também que moléculas que apresentam carater acido-
base participam deste mecanismo de ionizagdo. Este fendmeno ¢ dado
pela capacidade que estas moléculas tém em modificar o pH do meio em
que se encontram, favorecendo a protonagdo ou desprotonagdo dos sitios
ionizaveis dos compostos na amostra.

Faz-se, portanto, notavel a importancia na utiliza¢do de aditivos,
como acido formico ou acido acético, para ionizacdo em modo positivo,
e carbonato ou hidroxido de amodnio para ionizagdo em modo negativo.
Muito embora seja normal que qualquer substincia seja capaz de ser
ionizada em qualquer um dos modos, positivo ou negativo, o uso dos
aditivos acidos e basicos corrobora para o aumento da estabilidade e da
intensidade do sinal. Como ja mencionado os analitos deste trabalho
apresentam carater levemente basico e, por este motivo, optou-se por uma
solugdo aquosa de acido foérmico a 0,1% como solvente de infusdo e
constituinte da fase movel, favorecendo a ionizagdo em modo positivo.

A escolha dos solventes organicos empregados na cadeia analitica
também podem influenciar diretamente na formacdo do aerossol,
consequentemente, no sinal. Esta influéncia é dada por suas propriedades
fisico-quimicas como tensdo superficial, que afeta o potencial aplicado no
capilar da fonte ESI, condutividade elétrica, que infere na corrente elétrica
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do aerossol, e viscosidade, que auxilia na defini¢do do tamanho de gota
formada. Para esta aplicacdo a acetonitrila foi escolhida como solvente
das solugdes e constituinte da fase movel por apresentar menor
viscosidade que o metanol (0,34 conta 0,60 cP).

Os fons precursores [M+H '] foram monitorados segundo aquisi¢io
dos espectros de massas no primeiro quadrupolo (Q1) em modo de
Aquisi¢do de Canais Multiplos (MCA, do inglés, Multiple Channel
Acquisition).

Concluidas estas etapas em Q1 as energias de ionizagdo e
fragmentagdo foram otimizadas. Estas sdo fundamentais para a aquisi¢do
de um sinal de qualidade uma vez que o deslocamento dos ions através
do triploquadrupolo é dado pelos parametros Potencial de Desagregagio
(DP, do inglés, Declustering Potential), Potencial de Entrada (EP, do
inglés, Entrance Potential, pardmetro de chegada do ion precursor
juntamente com o DP), Potencial de Entrada na Cela de Colisao (CEP, do
inglés, Cell Entrance Potential, entrada do ion na cela de colisdo),
Energia da Colisao (CE, do inglés, Colision Energy, energia utilizada na
fragmentagdo do ion precursor) e Potencial de Saida da Cela de Colisao
(CXP, do inglés, Cell Exit Potential, energia de saida da cela de colisdo e
posterior chegada ao terceiro e Ultimo estagio, o segundo analisador de
massas). Optou-se pela otimizagdo em modo automatico.

Devido a sua sensibilidade e seletividade o modo MRM foi o
escolhido. Este monitoramento € feito pelos produtos de razdo
massa/carga (m/z) especificas apds a fragmentac¢do do ion precursor.

Ao fim das otimizagdes foram obtidos um fragmento majoritario,
utilizado para quantificagdo, um fragmento minoritario, utilizado para
identificagdo, e os melhores valores de ionizagdo e fragmentagdo para os
trés analitos. As Tabelas 6 ¢ 7 abaixo apresentam estes resultados.

Tabela 6: Energias e potenciais otimizados para analise em MRM de clindamicina,
azitromicina e eritromicina.

Analito DP (V) EP (V) CEP (V) CE (eV) CXP (V)
Clindamicina 46 6 96 21 6
Eritromicina 56 5 28 37 4
Azitromicina 66 8 32 81 4
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Tabela 7: Ion precursor, ion produto 1 e ion produto 2 em MRM da clindamicina,
eritromicina e azitromicina.

Analito fon precursor fon produto 1 fon produto 2
Clindamicina 425,0 377,0 3353
Eritromicina 7343 157,9 558,2
Azitromicina 749,6 82,9 158,3

5.2 Desenvolvimento do método cromatografico

Colunas com fase estacionaria Cg ¢ C;g foram testadas, mas
apresentaram picos assimétricos ou deformados e, portanto, foram
excluidas dos experimentos subsequentes. Os respectivos cromatogramas
de cada analito — extraidos a partir do cromatograma principal para
melhor visualizagdo — podem ser observados nas Figuras 10 e 11.

Figura 10: Cromatogramas da azitromicina (superior), eritromicina (centro) e
clindamicina (inferior) em coluna ZORBAX Eclipse XDB-Cg (150 mm x 2,1 mm x
3,5 um), fase mével 80% solvente A e 20% de solvente B; fluxo 200 uL.min™.
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Figura 11: Cromatogramas da azitromicina (superior), eritromicina (centro) e
clindamicina (inferior) em coluna Poroshell 120 EC-C,g (50 mm x 4,6 mm x 2,7 um),
fase movel 80% solvente A e 20% de solvente B; fluxo 200 uL.min‘l.
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Como os analitos aqui apresentados possuem carater basico (7,79
< pK, < 8,88) o mais indicado seria manter a fase movel pH em superior
a 10, através o uso de aditivos. Desta maneira, a caréncia de ions H' em
meio aquoso impediria a protonagao dos analitos, assegurando-os em sua
forma neutra. Quando se utiliza uma faixa de pH de fase movel proxima
ao pK, de um analito espera-se que este coexista em ambas suas formas
neutra e ionizada, resultando em multiplas constantes de distribuicao (kg)
para um mesmo composto. Este fendmeno, que geralmente resulta em
cromatogramas com picos com caudas, largos e/ou duplicados, pode ser
utilizado para explicar a aparéncia dos cromatogramas das Figuras 10 e
11.

Contudo, o uso de uma fase mével com pH superior a 10 foi
descartada por dois motivos: risco de danificagdo das colunas por
trabalhar em faixas de pH proximas ou acima das recomendadas pelo
fabricante; diminui¢do da eficiéncia de ionizagdo frente aos aditivos
doadores de protons para detec¢ao por espectrometria de massas em modo
positivo. Desta forma, optou-se por uma solucdo aquosa de acido formico
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a 0,1% para favorecer a ionizagdo. Como fase orgénica optou-se pela
acetonitrila por dois motivos, sendo 1) a menor viscosidade, que favorece
a formagdo do aerossol na fonte ESI, e 2) por apresentar maior forga
cromatografica frente ao metanol. Por ser um solvente mais forte, a
acetonitrila interage mais fortemente com os analitos, diminuindo seu
tempo de reten¢do ao uso do metanol; isto é particularmente importante
para reducdo do tempo de analise e aumento da frequéncia analitica. Em
testes preliminares, os picos eluidos com metanol apresentaram
deformidades ou assimetria e os experimentos foram descontinuados.

Em HPLC existem dois tipos de modos de elui¢do: gradiente e
isocratico. Em sua configuragdo classica, a eluicdo em gradiente utiliza
de duas ou mais bombas de fase movel de modo a permitir que a
proporg¢do entre solventes seja modificada como fungdo do tempo; ja em
modo isocratico — utilizado neste trabalho — um mesmo solvente, ou
mistura de solventes, adotado como fase mével € mantido em proporgao
constante ao longo de toda a corrida cromatografica. A composicdo de
80% de Solvente A (5% de agua em acetonitrila) e 20% de Solvente B
(solugdo aquosa de acido formico 0,1%) foi utilizada neste trabalho por
ser aquela que forneceu menor tempo de retengdo para a clindamicina
(analito escolhido para as os experimentos com curvas de calibragdo),
promovendo boa separagdo entre os trés antibioticos a um fluxo constante
de 400 pLL.min'l. Fluxos maiores e menores também foram
experimentados; no entanto, enquanto os fluxos de 300 ¢ 200 uL.min™'
apresentaram picos mais retidos e largos, a 500 uL.min" a fonte de
ionizagdo requeria temperatura muito elevada para formacao do aerossol,
ocasionando no desprendimento da peneira molecular do espectrometro
de massas.

Apesar de o modo gradiente ser capaz de possibilitar a separa¢ao
de misturas muitas vezes impossiveis no modo isocratico, o método aqui
proposto precisaria, necessariamente, ser isocratico devido a intencgao de
utiliza-lo com a técnica de injecdes multiplas (MISER).

A Figura 12 apresenta o cromatograma das condigdes
cromatograficas desenvolvidas: inje¢do de 1 uL, coluna Synergi Polar-
RP Phenyl (150 mm x 2 mm x 4 um) a 30 °C, fase mével 80% solvente
A (5% agua em acetonitrila) e 20% de solvente B (solugdo aquosa de
acido formico a 0,1%) em fluxo a 400 pl,L.min'1 com detec¢do por
espectrometria de massas em modo positivo.
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Figura 12: Cromatogramas da azitromicina (superior), eritromicina (centro) e
clindamicina (inferior) em coluna Synergi Polar-RP Phenyl (150 mm x 2 mm x 4 um),
fase movel 80% solvente A e 20% de solvente B; fluxo 400 pLL.min‘l.
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Pelo fato de os trés analitos ndo coexistirem em uma mesma
formulagdo farmacéutica, ndo haveria a necessidade de separa-los. Em
todo caso, as condi¢cdes cromatograficas escolhidas promoveram tanto a
separacdo dos trés compostos como picos com boa forma, intensidade e
tempos de retencdo relativamente baixos, principalmente no caso da
clindamicina e eritromicina.

Os experimentos realizados nas subsequentes etapas, envolvendo
injegdes multiplas e constru¢do de curvas de calibrag@o, foram realizados
ndo mais com misturas dos trés analitos, mas com solu¢des padrido da
clindamicina isolada. A mesma foi escolhida por ser o analito menos
retido nas condi¢des cromatograficas desenvolvidas, fornecendo,
portanto, as corridas cromatograficas de menor duragao.

A Figura 13 apresenta o cromatograma da inje¢do de um padrao
de clindamicina a 2 ug.mL'l nestas mesmas condi¢des cromatograficas.
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Figura 13: Cromatograma da clindamicina a 2 pg.mL"' em coluna Synergi Polar-RP
(150 mm x 2 mm x 4 um), fase moével 80% solvente A e 20% de solvente B; fluxo
400 uL.min",
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5.3 Otimizacao das injecdes multiplas

As técnicas de inje¢des multiplas permitem a analise em fluxo de
amostras distintas. Nesta, um mesmo analito pertencente a amostras
diferentes pode aparecer em momentos distintos em um mesmo
misergrama (“cromatograma de inje¢des multiplas™), onde seus tempos
de eluicao sdao dependentes de sua reten¢ao cromatografica e do espacador
que o separa do pico subsequente. Enquanto a primeira elui¢do do analito
¢ determinada por sua reten¢do, as subsequentes sdo determinadas pelo
tempo em que o amostrador automatico devera permanecer em repouso
até que se inicie a proxima injegao.

Nesta etapa foram definidos o nimero de injegdes, a sequéncia
em que serdo feitas e o tamanho dos plugues de fase movel (espacadores).
Conforme mencionado anteriormente, quatro diferentes estratégias de
calibragdo foram comparadas, sendo que em trés delas as injecdes
multiplas foram utilizadas, ficando de fora apenas a estratégia classica de
padronizagdo externa. Na Figura 14 constam cinco misergramas, cada um
contendo um ponto da curva de calibracdo mais o padrdo interno em
plugue externo, também a 6 ppm, pertencentes a denominada calibracdo
externa simples com padrdo interno em plugue externo. Os misergramas
das Figuras 15 e 16 apresentam, respectivamente, as curvas analiticas de
clindamicina construidas por injecdes multiplas sem e com o padrdo
interno em plugue externo. Pela comparagdo dos dois misergramas a
diferenca fica evidente sendo que, na Figura 15, enquanto os cinco picos
sdo crescentes, na Figura 16 os terceiro e quarto picos apresentam
respostas muito proximas justamente por se trataram da mesma
concentracdo: o terceiro ponto da curva e o padrdo interno, ambos a 6
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Figura 14: Misergramas de uma curva de calibracdo externa simples adicionada do
OPIS por uma injegdo adicional nas condigdes cromatograficas adotadas. Todos os
picos sdo referentes a padrdes de clindamicina nas concentragdes A) 2 e 6 ug.mL™,
B)4e6ugmL’, C)6e6ugml’, D)8ec6ugmlL' e E) 10 e 6 ugmL”,
respectivamente.
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Figura 15: Misergrama de uma curva de calibragdo externa em MISER, sem OPIS,
com cinco pontos nas condigdes cromatograficas adotadas. Todos os picos sdo
referentes a padrdes de clindamicina nas concentragdes de 2, 4, 6, 8 ¢ 10 p.g.mL'1
respectivamente.
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Figura 16: Misergrama de uma curva de calibragdo externa em MISER com uso do
OPIS com cinco pontos nas condi¢des cromatograficas adotadas. Todos os picos sdo
referentes a padroes de clindamicina nas concentragdes de 2, 4, 6, 6, 8 ¢ 10 ug.mL'1
respectivamente.
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Em MISER, os analitos sdo entdo separados temporalmente ao
invés de cromatograficamente. Esta separa¢do temporal ¢ dada por
multiplas inje¢cdes espagadas por plugues de fase movel definidos por um
hiato entre cada inje¢8o. Em outras palavras, quanto mais tempo se
demora entre uma e outra injecdo, maior sera o espagamento entre os
picos. Este espagamento, ou a distancia entre dois picos, em
cromatografia, ¢ denominado resolug¢do. As maneiras mais usuais de se
calcular a resolugdo cromatografica entre dois picos sdo dadas pelas
Equagdes 2 e 3:

Rs = 2(tp —tq) Equagio 2
W+ W,
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VN (a-1) K Equagdo 3

R .
T T a U+K,)

Na Equagdo 2, t, e t, sdo os tempos de retengdo dos analitos mais
e menos retidos, respectivamente, ¢ W as larguras de pico. Na Equagao 3,
N ¢é o niumero de pratos teoricos da coluna, a € o fator seletividade e Ky’
o fator de reten¢do do analitos mais retido.

No sistema Agilent 1200 Series, no modulo do amostrador
automatico, cronometrou-se que a seringa demora 12 segundos, nas
condigdes fixadas, para concluir cada ciclo de inje¢do. Portanto, mesmo
sem inserir um espagador programado, o proprio amostrador automatico
introduz um plugue “forcado” de 12 segundos entre cada uma das
injecdes da série. Calculando pela Equagdo 2, os misergramas com
espacadores de 12 segundos apresentaram picos com resolugdo
aproximada de 1,1. Examinando esta equagdo percebe-se que a resolugdo
¢ dependente apenas da largura dos picos e seus tempos de retencdo. Os
tempos de retencdo, por sua vez, podem ser controlados pela variagao dos
espacos entre os picos. Desta forma, de modo a se obter a resolugdo
desejada (maior ou igual a 1,5) entre os picos do misergrama, foram
inseridos espacadores de 0,10 minutos entre eles; como as condi¢des
cromatograficas permaneceram constantes as larguras de pico nio foram
alteradas. Apesar de parecer preciosismo, este aumento de 6 segundos
entre os picos elevaram a resolugdo de 1,1 para 1,7 em todos os
misergramas e para quaisquer dois pares de picos.

Voltando entdo a avaliar a Equagdo 3, percebe-se a presenca de
variaveis associadas as interagdes entre o analito A (menos retido) e o
analito B (mais retido) com as fases estacionaria e movel. No entanto,
apesar de as interagcdes cromatograficas existirem, reforca-se que a
separagdo de picos de mesmo analito em MISER ndo ¢ dada por
interagdes cromatograficas, mas sim pelo tamanho do espacador. Além
disso, neste caso os picos A e B sdo exatamente do mesmo composto,
tornando impossivel ndo somente separd-los com cromatografia
convencional como também esta ndo permitiria a analise de um numero
indeterminado amostras em um unico cromatograma.

Nos misergramas anteriormente apresentados nas Figuras 13, 14,
15 e 16, portanto, as amostras injetadas foram as solu¢des padrdo de
clindamicina, onde a quantidade de picos ¢ igual ao nimero de injegdes.
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5.4 Construcio e comparativos das curvas analiticas

Para os experimentos de construgdo das curvas de calibragdo a
clindamicina foi escolhida por ser o analito menos retido nas condig¢des
cromatograficas desenvolvidas, fornecendo, portanto, as corridas
cromatograficas de menor duragdo. Cada um dos quatro tipos de curva
analitica estudados foi realizado em triplicata e em quatro dias
aleatoriamente espacados, totalizando 48 regressoes lineares para cada
dia. Nestes intervalos de tempo o mesmo equipamento LC-ESI-MS/MS
foi utilizado por outros analista do mesmo grupo de pesquisa para o
desenvolvimento de outros trabalhos.

A primeira curva analitica estudada foi a externa simples com os
cinco pontos integrantes da faixa de aplicagdo. Cada um dos pontos dessas
curvas ¢ apresentado em cromatogramas distintos com elui¢do finalizada
em até 1,4 minuto. A Tabela 8 apresenta os coeficientes angular a
(inclinagdo, ou slope), linear b (intercepto) e de determinacao R’ (ajuste
dos pontos a reta) para cada umas das curvas analiticas externas
construidas.

Tabela 8: Coeficiente de determinagdo, coeficiente angular e coeficiente linear de
cada curva de calibrag@o externa simples construida ao longo de 4 dias aleatoriamente
escolhidos.

Descricao R’ Inclinagéo Intercepto
Dia 1 — Curva 1 0,9974 14985 -9484
Dia 1 — Curva 2 0,9997 14504 -6798
Dia2 — Curva 3 0,9989 14820 -8320
Dia2 —Curva 1 0,9975 9261 -392
Dia 2 — Curva 2 0,9906 9528 -2095
Dia2 —Curva 3 0,9986 9499 -2184
Dia 3 —Curva 1 0,9899 6059 422
Dia 3 — Curva 2 0,9961 5745 990
Dia 3 —Curva 3 0,9984 5896 -783
Dia4 —Curva 1 0,9978 3147 775
Dia 4 — Curva 2 0,9878 3973 -790
Dia4 —Curva 3 0,9990 5105 -1306
Média 0,9960 8544 -
Desvio padrao 0,0041 4282 -
RSD (%) 0,41 50,1 -

Analisando os valores obtidos percebe-se que, em todas as
curvas, ¢ independentemente do dia em que foi feita, o ajuste dos pontos
ao modelo linear foi sempre excelente, apresentando valor minimo de
0,9878, maximo de 0,9997 e desvio padrao relativo (RSD) igual a 0,39%.
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O mesmo ndo pode ser afirmado na analise populacional das inclinagdes,
demonstrando valores de minimos e maximo iguais a 3147 e 14985,
respectivamente, com um desvio padrdo relativo de aproximadamente
50%, tornando inviavel a utilizacdo destas curvas para analises interday.
Avaliando este RSD juntamente com aqueles das curvas preparadas
dentro de um mesmo dia, com valores variando de 1,27% a 19,70%,
apontam a necessidade do uso de um padrio interno para analises
quantitativas.

A Figura 17 apresenta as curvas analiticas médias didrias
representadas em um mesmo plano cartesiano, facilitando a visualizagdo
das disparidades de sensibilidade. Enfatiza-se aqui que a sensibilidade das
curvas ndo foi decrescente, mas sim aleatoria. Isto elimina a hipotese de
supressdo sistematica da sensibilidade por parte de sujidades no
espectrometro de massas e/ou degradagdo da clindamicina.

Figura 17: Curvas de calibragdo externas simples médias diarias.
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A exatiddo intraday foi avaliada pela recuperacdo dos pontos
pertencentes a curva 1 na curva 2, da curva 2 na curva 3 e da curva 3 na
curva 1. Os resultados estdo apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9: Resultados dos testes de recuperagdo das curvas de calibragdo externas
simples.

Recuperacio (%)

Descricio 2 ppm 4 ppm 6 ppm 8 ppm 10 ppm
Dia 1 — Curva 1 107,9 99,7 98,5 99,0 100,8
Dia 1 — Curva 2 99,5 96,6 96,8 103,7 101,1
Dia 2 — Curva 3 102,7 101,3 98,4 99,9 98,7
Dia 2 — Curva 1 98,4 96,6 96,2 101,0 101,1
Dia 2 — Curva 2 1123 98,5 97,6 101,8 98,6
Dia 2 — Curva 3 117,6 96,0 93,3 1014 102,5
Dia 3 — Curva 1 85,5 90,3 96,4 96,3 93,9
Dia 3 — Curva 2 103.4 106,6 95,1 109,1 103,8
Dia 3 — Curva 3 105,9 112,4 100,7 99,2 101,4
Dia 4 — Curva 1 132,0 148,5 147,1 153,1 157,1
Dia 4 — Curva 2 98,3 92,4 82,7 84,4 83,6
Dia 4 — Curva 3 86,5 84,9 75,0 75,3 82,0
Meédia 104,2 102,0 98,2 102,0 102,0
Desvio padréo 12,8 16,3 17,1 18,4 18,8
RSD (%) 12,2 16,0 17,4 18,1 18,4

Como se pode observar, as curvas apresentaram uma boa
recuperacdo de modo geral. Os resultados mais destoantes da populagdo
encontram-se apenas nas curvas 1 e 3 do dia 4. Isto é dado pelo fato de a
terceira curva do quarto dia ter apresentado sensibilidade acentuada.
Portanto, quando os valores mais baixos da curva 2 foram inseridos na
curva 3 as recuperacdes ficaram baixas; ja quando os altos valores dos
pontos da curva 3 foram introduzidos na primeira curva, as recuperagoes,
naturalmente, ficaram em torno de 50% acima do desejado.

A seguir, na Tabela 10, seguem os coeficientes das regressoes
lineares das curvas analiticas externas com inje¢cdes multiplas.
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Tabela 10: Coeficiente de determinagdo, coeficiente angular e coeficiente linear de
cada curva de calibragdo externa construida por MISER ao longo de 4 dias
aleatoriamente escolhidos.

Descricao R’ Inclinagéo Intercepto
Dia 1 — Curva 1 0,9953 9340 -1537
Dia | — Curva 2 0,9964 9195 1146
Dia 2 — Curva 3 0,9997 9569 -1109
Dia2 — Curva 1 0,9864 9128 -2786
Dia 2 — Curva 2 0,9947 9040 -1684
Dia2 —Curva 3 0,9852 9602 -5117
Dia 3 —Curva 1 0,9928 5600 901
Dia 3 — Curva 2 0,9983 5419 2873
Dia3 —Curva 3 0,9951 5702 1554
Dia4 —Curva 1 0,9933 4795 -3181
Dia 4 — Curva 2 0,9941 4832 -1464
Dia4 —Curva 3 0,9894 4689 -569
Média 0,9934 7242 -
Desvio padrao 0,0044 2189 -
RSD (%) 0,44 30,2 -

Pela analise dos coeficientes de determinacéo (RzMédiO =0,9934)
pode-se afirmar que todas as curvas apresentaram bons ajustes ao modelo
matematico. Em adi¢do, o desvio padrdo relativo nos informa acerca da
precisdo, indicando, portanto, boa reprodutibilidade da técnica na
elabora¢do das curvas analiticas. Por outro lado, mais uma vez a
sensibilidade do detector mostrou-se problematica ao apresentar variagao
média de aproximadamente 30% (RSD).

Novamente, sdo apresentadas abaixo, na Figura 18, as curvas
analiticas médias diarias. Mais uma vez fica evidente a disparidade entre
os quatro slopes.
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Figura 18: Curvas de calibracdo externas em MISER médias diarias.
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Com a finalidade de avaliar a exatiddo realizou-se o mesmo
procedimento acima aplicado. Estes resultados sdo apresentados na
Tabela 11.

Tabela 11: Resultados dos testes de recuperacdo das curvas de calibragio externas
em MISER.

Recuperacio (%)

Descricio 2 ppm 4 ppm 6 ppm 8 ppm 10 ppm
Dia 1 — Curva 1 106,2 104,3 101,5 103,1 103,3
Dia 1 — Curva2 95,7 93,4 90,6 99,8 99,5
Dia 2 — Curva 3 107.,9 103,7 96,1 102,3 97,5
Dia2 — Curva 1 101,3 95,2 93,5 109,6 100,6
Dia 2 — Curva 2 103,3 92,4 94,0 106,8 97,4
Dia 2 — Curva 3 115,7 103,7 94,7 102,1 97,2
Dia3 —Curva 1 111,9 105.9 97,7 106,4 102,8
Dia 3 — Curva 2 92,1 97,4 89,1 99,4 101,5
Dia 3 — Curva 3 109,2 97,5 101,4 96,4 97,8
Dia 4 — Curva 1 128,8 111,4 100,4 110,6 101,6
Dia 4 — Curva 2 90,5 84,0 96,2 90,9 97,8
Dia 4 — Curva 3 105,3 97,0 94,1 99,5 103,7
Média 105,7 98,8 95,8 102,2 100,1
Desvio padréo 10,6 7,4 4,0 5,6 2,5
RSD (%) 10,0 7,45 4,15 5,49 2,49
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A principal vantagem em se utilizar MISER para a construgdo de
curvas de calibragdo esta no potencial ganho em frequéncia analitica pela
redugdo no tempo total de analise ao proceder com injegdes consecutivas
das amostras apds as injegdes da curva de calibrag@o. Tendo isto em vista,
apesar de o método ideal para avaliacdo da exatiddo dessas curvas ser
justamente pela injecdo sequencial de amostras de concentragio
conhecida, o método adotado ndo foi a segunda melhor opgdo. Isto
porque, como as trés curvas foram injetadas em sequéncia programada o
tempo maximo decorrido entre as primeiras e terceiras curvas foi igual a
duragdo de cada corrida mais 1 minuto de condicionamento prévio
anterior a cada corrida, totalizando 12 minutos desde o condicionamento
da primeira corrida até o término da terceira.

Isto acertado, os resultados da Tabela 11 apontam valores de
recuperacdo ainda melhores do que aqueles do método convencional. Um
provavel motivo para este ganho esta justamente na diminui¢ao do tempo
total de analise, que foi reduzido de 45 (2 minutos por corrida mais 1
minuto de condicionamento prévio) para 12 minutos. Esta redugdo de
tempo foi significativa ao ndo permitir uma janela de tempo tdo longa
para que o espectrometro de massas viesse a sofrer uma variagdo como
aquela observada nas curvas analiticas simples do quarto dia de ensaios.

No mais, apesar ter apresentado resultados semelhantes ao
método classico primeiramente apresentado, e por se tratar de uma nova
proposta a construc¢do de curvas de calibragdo, cabe as curvas analiticas
dos misergramas uma comparagdo com aquelas obtidas pelo método
convencional. Para esta avaliagdo estatistica ¢ proposto um teste-¢ de
Student.

O teste-t de Student, ou apenas teste-£, € um teste de hipoteses
amplamente utilizado para determinar se dois conjuntos de dados sdo
significativamente diferentes entre si. O calculo foi realizado no software
Microsoft Excel e o teste aplicado as duas populagdes de coeficientes
angulares. Foram admitidas mesma varidncia, distribuicdo normal
bicaudal e um intervalo de confianca de 95% para procedéncia dos
calculos. A Tabela 12 apresenta os resultados do teste-z.
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Tabela 12: Resultados do teste-t aplicado as curvas analiticas externa simples
(Variavel 1) e em MISER (Variavel 2) com um intervalo de 95% de confianca e
admitindo-se varidncias iguais.

Varidvel 1 Varidvel 2
Média 8543 7382
Variancia 18332766 4139149
Observagoes 12 12
Variancia agrupada 11235958
Hipdtese de diferenca de média 0
GL 22
Stat t 0,848681242
P (T<=t) unicaudal 0,20259941
t critico unicaudal 1,717144374
P (T<=t) bicaudal 0,405198821
t critico bicaudal 2,073873068

Avaliando os resultados observa-se que o valor calculado de 7 (na
tabela, Stat t) igual a 0,85 encontra-se consideravelmente abaixo do valor
critico (¢ critico bicaudal, igual a 2,07). Esta informacdo infere na
conclusdo de que ndo ha diferenga significativa entre as variaveis 1 e 2,
ou seja, que os dois modelos de curvas analiticas avaliados sio
estatisticamente iguais, sobressaindo a técnica de MISER pela redug@o no
tempo de analise e menor suscetibilidade em sofrer variagdes
espectrométricas.

Para os ensaios subsequentes foi introduzida uma nova variagao de
padrao interno, aqui denominado OPIS. Como ja comentado, a escolha de
um padrdo interno € uma etapa importante do desenvolvimento analitico
e deve ser procedida com cautela. Também foi mencionado que o melhor
padrdo interno é aquele que mais ¢ estruturalmente parecido com o(s)
analito(s), podendo estes ser de dificil obten¢do ou muito custosos. Nesta
nova proposta de padronizagdo interna o composto utilizado como padrao
interno ¢ a molécula mais parecida possivel com o analito: o proprio
analito. Assim como sugerido pela proposta nomenclatura, o uso do OPIS
so ¢é possivel pelo fato de ele estar em uma solugdo externa a amostra e
ser injetado em um plugue diferenciado. Seu uso em cromatografia
convencional torna-se impossivel, afinal, o0 OPIS e o analito sdo o0 mesmo
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composto e, em mesmas condi¢des cromatograficas, apresentam mesmo
fator de retencéo.

Por outro lado, enquanto um padrdo interno classico é capaz de
corrigir tanto erros de detec¢do quanto de inje¢do o OPIS € apenas capaz
de compensar a detecgdo, logicamente, uma vez que sdo realizadas
multiplas injegdes. Com isto em vista, experimentos colaborativos foram
realizados para estudar a precisdo do injetor automatico do mesmo HPLC
Agilent 1200 Series. Abaixo sdo apresentados os resultados provenientes
da inje¢do em cinco replicatas de diferentes volumes de uma solugéo de
tolueno (85 ptg.mL'1 em metanol grau HPLC). Os resultados foram
avaliados pela area dos picos fornecidas pelo detector de arranjo de
diodos.

Tabela 13: Area média (n=5), desvio padrio e desvio padrio relativo do modulo
amostrador automatico do HPLC Agilent 1200 Series em cinco volumes de injegao.

Volume Area Desvio RSD
injecdo média padrio (%)
(uL)
0,2 378.4 1,62 0,43
0,5 999,2 3,66 0,37
1,0 2041,3 8,83 0,43
2,0 4072,3 10,5 0,26
5,0 9755,7 14,7 0,15

Pelos resultados de RSD verifica-se que os volumes de injegdo
de menor precisdo sdo 0,2 ¢ 1,0 uL. Em todo caso, 0,43% de desvio
padrao relativo ¢ um valor baixo e isto pode ser afirmado pela analise da
seguinte hipotese: supondo que no misergrama C da Figura 14, onde as
injecdes sdo provindas de solucdes de mesma concentragdo, ambas
injecdes sofram a variagdo maxima no volume de inje¢do de 0,43%, uma
para mais e a outra para menos, promovendo a maior diferenga possivel
entre os dois picos; neste caso a razdo entre as areas, diferentemente da
teorica esperada igual a 1, seria igual a 0,991 ou 1,009 (dependendo de
qual dos picos ¢ adotado como numerador ou denominador),
aproximadamente 0,87% diferente do ideal. Em todo caso, estes erros
associados a inje¢do ja estdo incorporados nas regressdes lineares das
curvas obtidas por MISER e podem ser indiretamente analisados pelo
coeficiente de determinagdo R” de cada uma.

Dada, portanto, a alta precisdo do amostrador automatico, foram
construidas curvas analiticas externas simples (em cromatogramas
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separados) utilizando o préprio analito para a padronizagdo interna, sendo
este introduzido por uma inje¢do sequencial ao ponto da curva.

Esta proposta de calibragdo pode possuir duas diferentes
interpretacdes, sendo uma literal e a outra uma aproximagio.
Literalmente, ¢ apresentada uma nova estratégia para construcdo de
curvas de calibragdo onde um padro interno ideal, ou seja, o proprio
analito, ¢ adicionado ao cromatograma da amostra através de uma inje¢ao
adicional. Ja a segunda aproximagdo seria alegar que esta estratégia pode
ser analoga a uma padronizag@o externa classica, com um padrao interno
convencional (isétopo ou similar estrutural) inserido na amostra para
serem juntamente injetados e separados cromatograficamente. A
coeréncia dessa aproximacao ¢ fundamentada em dois fatos: 1) o melhor
padrdo interno é o proprio analito, e 2) o erro do injetor automatico é
desprezivel. Assim, um padrdo interno, que € o proprio analito, pode ser
inserido na corrida com uma inje¢do adicional de alta precisdo. Além
disso, os dois picos sdo separados por um espagador temporal que
mimetiza a separagdo cromatografica entre o analito e seu padrdo interno
convencional. Abaixo, na Tabela 14, seguem os coeficientes das 12
regressdes lineares tragadas para esta variacdo de calibragdo. Os cinco
misergramas constituintes de uma curva de calibragdo deste tipo foram
anteriormente apresentados na Figura 14.

Tabela 14: Coeficiente de determinagdo, coeficiente angular e coeficiente linear de
cada curva de calibragdo externa simples construida com uso de OPIS por inje¢des
multiplas ao longo de 4 dias aleatoriamente escolhidos.

Descricao R’ Inclinagéo Intercepto
Dia 1 — Curva 1 0,9902 0,1769 -0,0771
Dia 1 — Curva 2 0,9935 0,1852 -0,1014
Dia 2 — Curva 3 0,9995 0,1840 -0,1104
Dia2 —Curva 1 0,9957 0,1556 0,0842
Dia 2 — Curva 2 0,9986 0,1694 -0,0016
Dia2 —Curva 3 0,9913 0,1596 0,0351
Dia3 —Curva 1 0,9937 0,1604 -0,0108
Dia 3 — Curva 2 0,9975 0,1576 0,0047
Dia3 —Curva3 0,9941 0,1672 -0,0490
Dia4 —Curva 1 0,9947 0,1400 0,1736
Dia 4 — Curva 2 0,9890 0,1704 -0,0190
Dia4 —Curva 3 0,9890 0,1692 -0,0188
Média 0,9939 0,1663 -
Desvio padréo 0,0036 0,0127 -
RSD (%) 0,36 7,65 -
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O pouco ganho em correlag@o entre os pontos das curvas passa
praticamente despercebido frente a diferenga de inclinagdo. Com um RSD
de apenas 7,65% para a inclinagdo das regressoes lineares e de 0,36% para
o ajuste dos pontos a importancia do uso de um padrio interno ¢é
demonstrado pela superioridade, em termos de precisdo, desta estratégia
em comparativo com as duas anteriores. A Figura 20 ilustra isso através
da observagdo da proximidade entre as retas e seu quase paralelismo.

Figura 19: Curvas de calibragdo externas simples com OPIS inserido por inje¢des
multiplas médias diarias.
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A exatiddo das 12 curvas de calibra¢do foi avaliada do mesmo
modo anteriormente descrito. Os resultados estdo apresentados na Tabela
15. Por causa de dois pontos de recuperagdo muito distantes da média
(145,2% e 65,7%) observa-se que as recuperacdes no ponto de
concentracdo 2 ppm apresentaram o maior RSD (17,5%) e, portanto, a
pior precisdo da faixa de aplicacdo. Ainda assim, em comparativo com a
curva analitica classica, esta estratégia demonstrou-se aproximadamente
46% superior em termos de precisdo.
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Tabela 15: Resultados dos testes de recuperagdo das curvas de calibragdo externas
simples com OPIS por injegdes multiplas.

Recuperacio (%)

Descricao 2 ppm 4 ppm 6 ppm 8 ppm 10 ppm
Dia 1 — Curva 1 97,3 99,4 98,8 101,8 102,7
Dia | — Curva 2 101,8 100,3 92,5 103,0 94,8
Dia 2 — Curva 3 100,0 97,8 105,0 105,2 98,1
Dia2 —Curva 1 92,4 95,2 89,8 103,4 98,7
Dia 2 — Curva 2 114,1 101,1 105,3 99,2 95,3
Dia2 —Curva 3 99,9 99,8 98,8 103,9 104,5
Dia 3 —Curva 1 98,3 91,2 105,4 98,2 102,9
Dia 3 — Curva 2 104,7 98,3 93,6 104,1 100,7
Dia 3 — Curva 3 107,7 103,2 102,4 95,4 98,3
Dia 4 — Curva 1 65,7 79,8 98,2 96,1 110,8
Dia 4 — Curva 2 145,2 101,3 103,3 94,9 93,2
Dia4 —Curva 3 113,3 96,2 102,1 95,5 105,0
Meédia 103,4 97,0 99,6 100,1 100,4
Desvio padréo 18,1 6,3 5,3 3,9 5,0
RSD (%) 17,5 6,48 532 3,92 5,02

Por fim, a quarta e ultima estratégia de calibracdo que sera
apresentada incorpora o OPIS na construcdo de uma curva analitica
completa por MISER. O misergrama tipico desta abordagem esta
apresentado na Figura 16. A Tabela 16, abaixo, elenca os coeficientes das
regressoes lineares de cada curva analitica construida.

Tabela 16: Coeficiente de determinagéo, coeficiente angular e coeficiente linear de
cada curva de calibragdo externa com OPIS em MISER construida com inje¢des
multiplas ao longo de 4 dias aleatoriamente escolhidos.

Descricio R’ Inclinagéo Intercepto
Dia | — Curva 1 0,9968 0,1681 -0,0695
Dia 1 — Curva 2 0,9951 0,1799 -0,1109
Dia 2 — Curva 3 0,9913 0,1540 -0,0357
Dia2 — Curva 1 0,9951 0,1844 -0,0095
Dia 2 — Curva 2 0,9972 0,1493 0,1237
Dia2 —Curva 3 0,9930 0,1589 0,0867
Dia 3 —Curva 1 0,9991 0,1945 0,0393
Dia 3 — Curva 2 0,9918 0,1597 0,0650
Dia 3 —Curva 3 0,9988 0,1653 0,0372
Dia4 —Curva 1 0,9875 0,2017 -0,1136
Dia 4 — Curva 2 0,9879 0,2007 -0,1365
Dia4 —Curva 3 0,9881 0,1959 -0,1320
Média 0,9935 0,1760 -
Desvio padréo 0,0042 0,0191 -
RSD (%) 0,42 10,9 -
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Pelo comparativo das duas estratégias envolvendo a injegdo
completa da curva de calibracdo em uma unica corrida cromatografica
pode-se observar que, enquanto ambas apresentaram similaridade no
ajuste a regressdo linear, a inser¢do do padrdo interno em plugue externo
no misergrama promoveu um ganho de 36% em termos de precisdo na
sensibilidade. Mais uma vez isto pode ser observado pela plotagem das
curvas médias didrias em um unico grafico, conforme apresentado abaixo
na Figura 20.

Figura 20: Curvas de calibracdo externas em MISER com OPIS médias diarias.
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Os testes de recuperagdo, realizados conforme anteriormente,
estdo apresentados na Tabela 17. Comparando estatisticamente os valores
de recuperagdo da Tabela 17 com aqueles da Tabela 9 através de um teste-
t comprova-se a similaridade estatistica entre as duas estratégias de
calibragdo. Através de 60 observacdes, a técnica classica apresenta
recuperacdo média igual a 101,7% contra 100,8% da curva construida
através de injecOes multiplas com padrdo interno em plugue externo. Os
resultados sdo apresentados na Tabela 18, conforme ¢ observado que o
valor de ¢ calculado (0,35) ndo ultrapassa o o valor critico, igual a 1,98.
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Tabela 17: Resultados dos testes de recuperagdo das curvas analiticas externas em
MISER com OPIS.

Recuperacio (%)

Descricao 2 ppm 4 ppm 6 ppm 8 ppm 10 ppm
Dia 1 — Curva 1 114,3 86,9 94,0 97,4 92,9
Dia | — Curva 2 111,1 94,3 99,5 94,2 96,9
Dia 2 — Curva 3 106,9 100,1 104,6 109,0 114,6
Dia2 —Curva 1 104,0 99,6 97,7 96,0 88,5
Dia 2 — Curva 2 79,1 96,4 115,7 108,8 115,1
Dia 2 — Curva 3 97,3 105,0 97,3 98,3 95,1
Dia 3 —Curva 1 82,0 83,8 87,5 84,6 84,3
Dia 3 — Curva 2 111,0 116,6 122,6 119,2 119,7
Dia3 —Curva 3 103,4 94,5 104,8 101,8 95,5
Dia 4 — Curva 1 113,7 84,8 92,1 95,1 98,8
Dia 4 — Curva 2 119,0 103,8 92,1 103,9 103,5
Dia 4 — Curva 3 120,7 96,4 96,6 99,3 106,2
Meédia 105,2 96,9 100,4 100,6 100,9
Desvio padréo 13,3 9,3 10,2 8,9 11,1
RSD (%) 12,6 9,59 10,1 8,79 11,0

Tabela 18: Resultados do teste-¢ aplicado as curvas externa simples com OPIS
inserido por injeg¢des multiplas (Variavel 1) e curva externa com OPIS em MISER
(Variavel 2) com um intervalo de 95% de confianca ¢ admitindo-se variancias iguais.

Varidvel 1 Varidvel 2
Média 101,7 100,8
Variancia 267,4 113,1
Observagoes 60 60
Variancia agrupada 190,2
Hipdtese de diferenca de média 0
GL 118
Stat t 0,347466123
P (T<=t) unicaudal 0,364430078
t critico unicaudal 1,657869522
P (T<=t) bicaudal 0,728860156
t critico bicaudal 1,980272249
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Relembrando a insignificancia da variagdo no volume de injegao
por erros do amostrador automatico, 0 mesmo teste-z acima utilizado foi
aplicado para averiguar a validade da incorporacdo do proposto padrdo
interno em plugue externo. Como variaveis foram adotadas as inclinagdes
de ambas as curvas com padronizagdo interna. Os resultados estdo
apresentados na Tabela 19.

Tabela 19: Resultados do teste-¢ aplicado as curvas externa simples com OPIS
inserido por injeg¢des multiplas (Variavel 1) e curva externa com OPIS em MISER
(Variavel 2) com um intervalo de 95% de confianga e admitindo-se variancias iguais.

Varidvel 1 Varidvel 2
Média 0,16621276 0,176044999
Variancia 0,000161254 0,000365997
Observagoes 12 12
Variancia agrupada 0,000263626
Hipdtese de diferenca de média 0
GL 22
Stat t 1,483317721
P(T<=t) unicaudal 0,076087795
t critico unicaudal 1,717144374
P(T<=t) bicaudal 0,152175591
t critico bicaudal 2,073873068

Mais uma vez pode-se observar que o ¢ calculado (1,48) se
encontra abaixo do valor tabelado critico (2,07), classificando as variadveis
1 e 2 como “estatisticamente iguais”. Interpretando esta informagéo pode-
se concluir que a aplicagdo do OPIS na construgdo da curva analitica em
MISER ¢ similar a padronizag@o interna convencional, aqui simulada pela
terceira estratégia de calibragao.

Na sequéncia sdo avaliados os testes de recuperagio interday para
todas as curvas de calibracdo. Neste experimento, o conteido de uma
capsula de clindamicina foi diluido, de modo andlogo ao realizado com
os padrdes analiticos, até a concentragdo de 6 ppm. Esta solucdo foi entdo
recuperada em cada uma das curvas de calibragdo médias diarias. Os
resultados sdo apresentados na Tabela 20.



diarias.
Recuperacio (%)
Curva média Simples MISER Simples+OPIS MISER+OPIS
Dia | 31,2 46,6 100,3 106,9
Dia 2 37,2 52,0 99,0 94,8
Dia 3 52,9 71,6 104,8 91,8
Dia 4 81,4 95,8 99,4 94,3
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Tabela 20: Comparativo entre as recuperagdes no ponto 6 ppm para as curvas médias

Como se observa nos resultados acima a introdugdo do OPIS,
diferentemente das técnicas sem padronizag@o interna, possibilita que as
amostras analisadas em um dia sejam propriamente quantificadas em uma
curva de calibragdo que tenha sido construida em um dia diferente. Foi
aplicado também um teste-7 nos resultados de recuperagio interday para
as duas técnicas de padronizagdo interna. Com o valor calculado de ¢ igual
a 0,97 ndo ultrapassando o valor critico (3,18), pode-se afirmar que ambas
estratégias sdo estatisticamente iguais em termos de analise interday.

Depois da avaliacdo dos resultados até entdo apresentados foi
pensada em uma nova variagdo de calibragdo através dos mesmos dados
experimentais ja obtidos. A estratégia consiste na divisdo de todos os
pontos da curva em um misergrama por um desses proprios pontos. Desta
maneira, um ponto da prépria curva seria considerado também como
OPIS e eliminaria a necessidade de uma inje¢@o adicional para o mesmo,
conforme proposta na estratégia de MISER+OPIS. Para realizacdo dos
testes e plotagem das curvas de calibragdo utilizou-se os dados das
corridas por MISER, onde o pico central, igual a 6 ppm, foi eleito como
OPIS (além de ser também um ponto constituinte da curva de calibrag@o).
Os parametros das curvas de calibragdo sdo apresentados na Tabela 21,
cujo RSD das inclinagdes foi menor que o das demais estratégias
apresentadas.
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Tabela 21: Resultados dos testes de recuperagdo das curvas analiticas externas em
MISER com o ponto 6 ppm de cada curva de calibragdo adotado como OPIS.

Descri¢io R’ Inclinagéo Intercepto
Dia 1 — Curva 1 0,9953 0,1827 -0,0301
Dia 1 — Curva 2 0,9964 0,1700 0,0212
Dia 2 —Curva 3 0,9997 0,1729 -0,0200
Dia2 — Curva 1 0,9864 0,1852 -0,0565
Dia 2 — Curva 2 0,9947 0,1828 -0,0340
Dia2 —Curva 3 0,9852 0,1982 -0,1057
Dia 3 —Curva 1 0,9928 0,1759 0,0283
Dia 3 — Curva 2 0,9983 0,1494 0,0792
Dia3 —Curva 3 0,9951 0,1690 0,0461
Dia4 —Curva 1 0,9933 0,9933 -0,1203
Dia 4 — Curva 2 0,9941 0,1866 -0,0566
Dia4 —Curva 3 0,9894 0,1824 -0,0221
Média 0,9934 0,1780 -
Desvio padréo 0,0044 0,0121 -
RSD (%) 0,44 6,78 -

Ja a Tabela 22, abaixo, apresenta os resultados de recuperagio
intraday para esta mesma proposta.

Tabela 22: Resultados dos testes de recuperagdo das curvas analiticas externas em
MISER com o ponto 6 ppm de cada curva de calibragdo adotado como OPIS.

Recuperacio (%)

Descricao 2 ppm 4 ppm 6 ppm 8 ppm 10 ppm
Dia 1 —Curva 1 98,7 96,7 94,0 95,4 95,6
Dia 1 — Curva 2 101,6 99,0 95,9 105,6 105,3
Dia 2 — Curva 3 110,3 106,1 98,3 104,6 99,7
Dia2 — Curva 1 102,9 96,8 95,1 111,5 102,4
Dia 2 — Curva 2 103,6 92,6 94,3 107,1 97,7
Dia2 —Curva 3 113,9 101,8 92,9 100,1 95,3
Dia 3 —Curva 1 105,2 99,7 92,1 100,4 97,0
Dia 3 — Curva 2 108,5 112,7 102,7 114,1 116,3
Dia 3 — Curva 3 100,7 90,2 94,0 89,5 90,8
Dia 4 — Curva 1 131,6 114,0 102,9 113,5 104,3
Dia 4 — Curva 2 88,9 82,5 94,4 89,1 95,8
Dia4 —Curva 3 104,6 96,3 93,4 98,8 103,0
Média 105,9 99,0 95,8 102,5 100,3
Desvio padréo 10,2 8,94 3,61 8,50 6,64
RSD (%) 9,67 9,03 3,77 8,29 6,62

A comparagdo desta ltima proposta com as demais estratégias
foi realizada em termos de recuperagao intraday dos valores da Tabela 22
com aqueles apresentados nas Tabelas 9, 11, 16 e 17 através do mesmo
teste ¢ anteriormente utilizado. Desta forma esta estratégia pode ser
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considerada estatisticamente igual as demais em termos de recuperacdo
intraday onde, para cada par de testes ¢, obteve-se valores de ¢ calculados
(0,13;-0,06; -0,41; 0,38) menores do que o valor critico (1,98). Realizou-
se também, de modo analogo ao anteriormente apresentado, o teste de
recuperacio interday. Para tal, a mesma solugdo da amostra a 6 ppm foi
injetada e recuperada em cada umas das quatro curvas de calibragdo
médias diarias, apresentando resultados iguais a 94,9% de recuperagio na
curva média do primeiro dia, 93,0% para o segundo dia, 94,8% para o
terceiro dia e 95,8% para o quarto dia. Mais uma vez o teste ¢ foi entdo
utilizado para verificagdo da similaridade estatistica com as demais
técnicas envolvendo calibracdo interna, agora na recuperagdo interday,
sendo que esta proposta pode ser considerada estatisticamente igual as
demais, onde os valores de ¢ calculados, iguais a 0,67 e -1,08 ndo
ultrapassam o ¢ critico — igual a 2,45 — ficando consolidada uma terceira
alternativa a construgdo de curvas de calibragdo por injegdes multiplas
onde, mais uma vez, o OPIS acaba por ser um dos proprios pontos da
curva de calibrag¢do ao invés de uma injecdo adicional.

Com a relagdo sinal-ruido igual a 252 no ponto mais baixo, ou
seja, 2 ppm, calculou-se o LOQ e o LOD aproximado do método. Para
tal, utilizou-se a anteriormente apresentada Equagdo 5. Os resultados
foram, respectivamente, iguais a 0,080 ppm e 0,024 ppm.

Contudo, os limites de quantificagdo e de deteccdo ndo sdo de
todo importantes para a desejada aplicacdo em controle de qualidade. Isto
¢ decorrido do fato das formula¢des farmacéuticas apresentarem teores
muito mais altos dos respectivos principios ativos do que os limites acima
apresentados. Com um doseamento aproximado de 10 mg.g'1 em cremes,
300 mg em capsula ou ainda 150 mg.mL™"' em injetaveis de clindamicina,
estas amostras precisariam ser diluidas em torno de 25.000 vezes para que
a solucdo injetada ficasse dentro da faixa de aplicag@o. A vantagem desta
etapa de diluicdo esta no clean-up de excipientes e sais contidos nestas
matrizes, tornando a solucdo da amostra praticamente isenta de
interferentes.
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5.5 Frequéncia analitica

Pela analise dos cromatogramas e misergramas anteriormente
apresentados fica o menor tempo de analise para construgdo das curvas
analiticas aquelas realizadas por MISER. A Tabela 21 apresenta, para
cada estratégia de calibragdo, o tempo de corrida, o niimero de picos
eluidos em cada uma e a frequéncia analitica representada na forma de
picos por minuto.

Tabela 23: Tempo total de analise necessario para construg@o das 12 curvas analiticas
por cada uma das estratégias apresentadas.

“Tempo “Picos Frequéncia
Descrigao corrida analiticos (**picos analiticos
(min) por corrida por minuto)
Simples 1+1,4 1 0,417
Simples + OPIS 1+1,6 1 0,385
MISER 1+2,5 5 1,429
MISER + OPIS 1+3,0 5 1,250

Refere-se ao tempo de condicionamento prévio, igual a 1 minuto, mais o tempo de analise.
o . .
Desconsiderando o pico do OPIS.

Observando os valores ¢ intuitiva a conclusdo de que as estratégias
envolvendo MISER apresentam frequéncia analitica consideravelmente
superior as convencionais. Pelo fato de duas delas apresentaram
padronizagdo interna e, portanto, a necessidade da eluicdo de um pico
adicional intrinseco da calibracdo, ndo seria justo compara-las aquelas
que ndo a utilizam. Assim, portanto, enquanto o método convencional de
calibracdo externa apresenta eluicdo média de 0,42 picos por minuto, sua
imediata construida por MISER ¢ aproximadamente 3,4 vezes mais agil,
com elui¢do média de 1,43 picos por minuto. Comparando as técnicas de
padronizag¢do interna, novamente o método por MISER supera a
convencional em 3,2 vezes.

A mesma propor¢do pode ser utilizada para avaliagdo do
consumo de solvente. No fluxo de 400 pLL.min'l, enquanto os métodos
convencionais gastariam em torno de 1 mL de fase movel por pico eluido,
com o mesmo volume a MISER permitiu a elui¢do de pouco mais de trés
picos. Por mais que em pequena escala esta diferenca parega
insignificante, para equipamentos de uso continuo o gasto com solventes
e a geracdo de residuos sdo também reduzidos em mesma propor¢ao.

Aplicando esses nimeros a realidade de uma industria que
possua um HPLC para controle de qualidade operando 24 horas por dia,
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cada dia de trabalho teria a produtividade aproximada de trés dias,
utilizando também trés vezes menos solventes e gerando trés vezes menos
residuos.



&4
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6. Conclusoes

Foi desenvolvido um unico método em LC-ESI-MS/MS capaz de
separar cloridrato de clindamicina, eritromicina estolato e azitromicina.
Emborando houvesse necessidade de separagdo dos trés antibioticos por
eles ndo coexistirem em uma mesma formulacdo, as melhores condigdes
atingidas ndo apresentaram coelui¢do. A separacdo obtida é promissora
para a busca por contamina¢des cruzadas ou adulteragdo durante a
fabricag@o e manipulagdo de medicamentos. A separagdo cromatografica
também abre portas para aplicacdo do método em analises ambientais.

No método desenvolvido, a técnica de inje¢cdes multiplas foi
aplicada com sucesso, para determinacdo de clindamicina. Com isso,
tirou-se proveito da aplicacdo de MISER para a construgdo de curvas
analiticas completas em um Unico grafico: o misergrama. As curvas
analiticas preparadas por MISER foram comprovadas estatisticamente
iguais aquelas construidas por meios convencionais. A técnica de injegoes
multiplas permite ainda a analise sequencial de um numero de amostras
limitado apenas pela capacidade do amostrador automatico do
equipamento.

As injegdes multiplas também possibilitaram a apresentacao de
uma nova versdo de padronizagdo interna, o padrdo interno em plugue
externo, ou OPIS. Portanto, esta proposta permite que o pico do analito
seja padronizado com uma inje¢do adicional de uma solugdo padrao dele
mesmo. Uma vez conhecido o erro associado a inje¢do, o OPIS
demonstrou-se eficaz na corre¢do de variagdes espectrais. Apesar de ndo
ter sido comparado com um padrdo interno convencional, as curvas
analiticas padronizadas com OPIS inserido por injecdes multiplas
demonstraram-se eficientes. A comparag@o entre as inclinacdes das
regressoes lineares das curvas plotadas deixou evidente a necessidade do
uso de padronizagdo interna, principalmente em analises interday.

Em adi¢do as quatro estratégias de calibragcdo apresentadas e
comparadas uma quinta possibilidade foi levantada, sendo esta também
comparada e considerada estatisticamente igual as demais em termos de
recuperacio intraday e interday, apresentando a vantagem de reduzir tirar
proveito do uso do OPIS sem a necessidade de uma injegao adicional para
0 mesmo.

A MISER, além de diminuir em no minimo c¢inco vezes 0 nimero
de cromatogramas encaminhados para o tratamento dos dados (um para
cada ponto da curva analitica), provou também reduzir significativamente
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o consumo de solventes, a geragdo de residuos e o tempo total de analise,
aumentando a frequéncia analitica em mais de trés vezes.

Por fim, apesar testadas apenas a quantificagdo da clindamicina,
ha fundamentos para que as aqui propostas estratégias de calibracao
funcionem também com a eritromicina, com a azitromicina ou com
qualquer outro analito, desde que o modo de elui¢do do método
cromatografico alvo das inje¢cdes multiplas ou OPIS seja isocratico,
incluindo, desde que ndo sejam modificados, os métodos farmacopéicos,
para aplicagcdes em controle de qualidade que ndo possam utilizar
métodos desenvolvidos por terceiros.
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