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RESUMO

Neste trabalho s3o apresentados trés novos procedimentos analiticos para determinagdo
rapida e simultanea de: (1) difenidramina (DIF), piridoxina (PIR) e 8-cloroteofilina (CTF)
(t <3 min); (i1) nafazolina (NAF) e zinco (Zn) (t <41 s); (iii) NAF associada com DIF ou
feniramina (FEN) ou clorfeniramina (CFEN) (t < 35 s) via eletroforese capilar com
deteccdio condutométrica sem contato (CE-C*D). Os métodos propostos podem ser usados
no controle de qualidade de matérias primas e de formulagdes farmacéuticas que possuam
tais compostos em sua composi¢do. Portanto, trés métodos distintos foram desenvolvidos:
Para a determinac¢do simultanea do grupo (i) foi utilizado um eletrolito de corrida (BGE)
composto por 20 mmol L™ de acido bérico e 25 mmol L™ de NaOH (pH= 9,0). Os limites
de deteccio (LOD) foram de 0,6; 1,3 e 1,3 umol L' para DIF, PIR e CTF,
respectivamente. O método se mostrou exato, com valores de recuperagcdo entre 98 e
100%. Para a determinac¢do simultdnea do grupo (ii) foi utilizado um BGE composto por
20 mmol L de MES e 20 mmol L™ HIS (pH= 6,0). Os LODs foram de 20 e 30 umol L™
para NAF e Zn, respectivamente. O método apresentou valores de recuperagdo entre 97 e
102%. Para a determinagdo simultdnea do grupo (iii) foi utilizado um BGE composto por
20 mmol L™ de HIS + 10 mmol L™ de 4cido 3,4 dimetoxicindmico (DMX) + 1 mmol L™
de NaOH (pH= 9,8). Os LODs foram de 25 pmol L™ para NAF, DIF e FEN e de 13 pmol
L para CFEN. O método apresentou valores de recuperagio entre 94 e 101%. As curvas
de calibragdo para todas as espécies quantificadas apresentaram coeficientes de correlagdo
maiores que 0,996 e DPR menores que 3,5% (n=10). Os resultados obtidos com os
métodos propostos foram estatisticamente similares (nivel de confianca de 95%) aos
obtidos por HPLC e FAAS. Além disso, os métodos CE-C*D desenvolvidos sdo simples,
geram quantidades minimas de residuos (menor impacto ambiental), sdo de baixo custo
(equipamento e manutencdo) e possuem elevadas frequéncias analiticas: ~21 inje¢des h™
para formulagdo (i), ~90 injecdes h™ para formulagio (ii) e ~115 injecdes h™ para as

formulagdes (iii).

Palavras chave: Determinacdo simultdnea, Controle de qualidade, Amostras

A . . r . . . 4
farmacéuticas, Principios ativos, Metais, CE-C'D.



ABSTRACT

This work presents three new analytical procedures for rapid and simultaneous
determination of: (i) diphenhydramine (DIF), pyridoxine (PIR) and 8-chlorotheophylline
(CTF) (t <3 min); (i) naphazoline (NAF), and zinc (Zn) (t <41 s); (iii)) NAF associated
with DIF or pheniramine (FEN) or chlorpheniramine (CFEN) (t <35 s) by capillary
electrophoresis with contactless capacitive coupled conductivity detection (CE-C*D). The
proposed methods can be used in quality control of raw materials and pharmaceutical
formulations having such compounds in its composition. Therefore, three different
methods were developed: for simultaneous determination of group (i), the BGE was
composed by 20 mmolL™" of boric acid and 25 mmol L™ NaOH (pH = 9.0). The limits of
detection (LOD) was 0.6, 1.3 and 1.3 umol L™ for DIF, PIR and CTF, respectively. The
method was accurate with recovery values between 98 and 100%. For simultaneous
determination of group (ii), the BGE was composed by HIS/MES (20 mmol L™ each) (pH
= 6.0). The LODs were 20 and 30 pmol L for NAF and Zn, respectively. The method
presented recovery values between 97 and 102%. For simultaneous determination of group
(iii), the BGE was composed by HIS 20 mmol L + DMX 10 mmol L™ + 1 mmol L™ de
NaOH (pH = 9.8). The LODs were 25 umol L™ for NAF, DIF and FEN and 13 pmol L™
for CFEN. The recovery values were between 94 and 101%. Calibration curves for all
species showed correlation coefficients greater than 0.996 and RSD values less than 3.5%
(n = 10). The results obtained with the proposed methods were statistically similar
(confidence level of 95%) to those obtained by HPLC (organic compounds) and FAAS
(Zn). Furthermore, the CE-C*D methods are simple, generates a minimum amount of waste
(lower environmental impact), are low cost (equipment and maintenance) and has a high
analytical frequency: ~21 injections h™ (i) ~90 injections h™ (ii) and ~115 injections h™'

(ii).

Keywords: Simultaneous determination, Quality control, pharmaceutical samples, Active

ingredients, Metals, CE-C'D.
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Figura 12 - Efeito da variacdo de pH na separacio de DIF, CTF e PIR por CZE.
Concentragdes dos analitos: 600 pmol L™ de DIF ¢ CTF e 300 pmol L' de PIR.
BGE:10mmol L' de TEA com pH ajustado com OXA; Injegdo hidrodindmica: 25 kPa por
0,5 s; Potencial de separagdo: +25 kV (lado da injecdo); Comprimento total e efetivo do

capilar: 40 e 10 cm, respectivamente; EOF: normal.

Figura 13 - Efeito da variagdo da composi¢do do BGE na separa¢do de DIF, CTF e PIR
por CZE. Concentragdes dos analitos: 600 pmol L™ de DIF e CTF e 300 pmol L™ de PIR.
BGE:10mmol L' de TEA com pH ajustado em 9,5 com: (a) P-alanina; (b) OXA; (c)
CHES; (d) HAc; (e) HCI; (f) DMX e (g) HFos. Inje¢@o hidrodindmica: 25 kPa por 0,5 s;
Potencial de separagdo: +25 kV (lado da inje¢do); Comprimento total e efetivo do capilar:

40 e 10 cm, respectivamente; EOF: normal.

Figura 14 — Eletroferogramas de uma solu¢do padrdo e amostra de DIF, CTF e PIR.
Concentragdes dos analitos: 600 pmol L™ de DIF e CTF e 300 umol L™ de PIR. BGE:10
mmol L' de TEA com pH = 9,5 ajustado com HAc ; Inje¢do hidrodinimica: 25 kPa por
0,5 s; Potencial de separagdo: +25 kV (lado da injecdo); Comprimento total e efetivo do

capilar: 40 e 10 cm, respectivamente; EOF: normal.

Figura 15 — Estudo do efeito do pH na analise dos padrdes e amostras de DIF, CTF e PIR.
Concentragdes dos analitos: 800 pmol L™ de DIF e CTF e 400 pmol L™ de PIR. BGE: 10
mmol L™ de acido bérico com pH ajustado com NaOH. Injecdo hidrodindmica: 25 kPa por
0,5 s; Potencial de separagdo: +25 kV (lado da injecdo); Comprimento total e efetivo do

capilar: 40 e 10 cm, respectivamente; EOF: normal.
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Concentragdes dos analitos: 800 pmol L™ de DIF e CTF e 400 umol L' de PIR. BGE’s:
(A) 10 mmol L™ de 4cido bérico com pH = 9,0 ajustado com NaOH e (B) 20 mmol L™ de
acido boérico com pH = 9,0 ajustado com NaOH. Inje¢do hidrodindmica: 25 kPa por 1,0 s;
Potencial de separagdo: +25 kV (lado da inje¢do); Comprimento total e efetivo do capilar:

40 e 30 cm, respectivamente; EOF: normal.
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PIR. Concentra¢des dos analitos: 800 pmol L™ de DIF e CTF e 400 umol L™ de PIR. BGE:
20 mmol L de 4cido borico + 25 mmol L'1 de NaOH, pH = 9.0. Injecdo hidrodinamica:
25 kPa variando de 0,25 — 1,5 s; Potencial de separacdo: +25 kV (lado da injecdo);

Comprimento total e efetivo do capilar: 40 e 30 cm, respectivamente; EOF: normal.

Figura 18 — Estudo da repetibilidade com dez inje¢des sucessivas utilizando uma solugio
padrio de DIF, CTF e PIR. Concentra¢des dos analitos: 800 pmol L™ de DIF e CTF e 400
umol L' de PIR. BGE: 20 mmol L™ de 4acido bérico + 25 mmol L'1 de NaOH, pH = 9,0.
Injecdo hidrodinamica: 25 kPa por 1,5 s; Potencial de separacdo: +25 kV (lado da injecéo);
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Figura 19 — Eletroferogramas obtidos a partir da injecdo de solugdes padrdo de DIF, CTF
e PIR e suas respectivas curvas analiticas. Concentracdes crescentes dos analitos: (a — i:
100 — 1200 umol L") de DIF ¢ CTF e (a — i: 50 — 600 pmol L") de PIR. BGE: 20 mmol L°
" de 4cido bérico + 25 mmol L1 de NaOH, pH = 9,0. Inje¢io hidrodinimica: 25 kPa
variando de 0,25 — 1,5 s; Potencial de separag@o: +25 kV (lado da inje¢do); Comprimento

total e efetivo do capilar: 40 e 30 cm, respectivamente; EOF: normal.

Figura 20 - Curva da relagdo de carga versus pH da molécula de NAF. (SWAIN, 2012).

Figura 21 — Estudo da composi¢do do BGE utilizando uma solugio padrao de NAF e Zn.
Concentragdes dos analitos: 300 umol L™ de NAF e 930 pumol L™ de Zn. BGE’s: 10, 20 e
30 mmol L™ de MES/HIS em iguais propor¢des para um pH = 6, 1. Injecdo hidrodindmica:
25 kPa por 1,5 s; Potencial de separagdo: +25 kV (lado da inje¢do); Comprimento total e

efetivo do capilar: 50 e 13 cm, respectivamente; EOF: normal.

Figura 22 — Estudo do tempo de injecdo de uma solugdo padrio de NAF e Zn.
Concentragdes dos analitos: 300 pmol L™ de NAF e 930 pmol L™ de Zn. BGE: 20 mmol
L' de MES/HIS em iguais propor¢des para um pH = 6,1. Injecdo hidrodinimica: 25 kPa
variando de 0,75 — 2,0 s; Potencial de separagdo: +25 kV (lado da inje¢do); Comprimento

total e efetivo do capilar: 50 e 10+2 cm, respectivamente, EOF: normal.



Figura 23 — Estudo de repetibilidade com dez inje¢des sucessivas de uma solugdo padrio
de NAF e Zn. Concentragdes dos analitos: 300 pmol L™ de NAF e 930 umol L™ de Zn.
BGE: 20 mmol L' de MES/HIS em iguais propor¢des para um pH = 6,1. Injecdo
hidrodinamica: 25 kPa por 1,0 s; Potencial de separacdo: +25 kV (lado da injecdo);

Comprimento total e efetivo do capilar: 50 e 10£2 cm, respectivamente; EOF: normal.

Figura 24 — Eletroferogramas obtidos a partir de solu¢des padrio de NAF e Zn e suas
respectivas curvas de calibragdo. Concentragdes crescentes dos analitos: NAF (100 - 500
umol L) e Zn (300 — 1500 pmol L'). BGE: 20 mmol L' de MES/HIS em iguais
proporgdes para um pH = 6,1. Injecdo hidrodindmica: 25 kPa por 1,0 s; Potencial de
separacdo: +25 kV (lado da inje¢do); Comprimento total e efetivo do capilar: 50 e 10+2

cm, respectivamente; EOF: normal.

Figura 25 — Eletroferogramas obtidos com a inje¢do de uma solugdo padrido (a) e amostra
(b) de NAF e Zn. Concentracdes dos analitos: 300 umol L™ de NAF e 900 umol L™ de Zn.
BGE: 20 mmol L' de MES/HIS em iguais proporcdes para um pH = 6,1. Injecdo
hidrodinamica: 25 kPa por 1,0 s; Potencial de separacdo: +25 kV (lado da injecdo);

Comprimento total e efetivo do capilar: 50 e 10£2 cm, respectivamente; EOF: normal.

Figura 26 - Curva da relagdo de carga versus pH da molécula de (A) FEN, (B) CFEN e
(C) DIF. (SWAIN, 2012).

Figura 27 — Eletroferogramas obtidos com a inje¢@o de duas solugdes padrdo contendo
NAF e DIF (Grupo 1) e NAF, FEN e CFEN (Grupo 2). Concentragdo de todos os analitos:
500 umol L. BGE: 10 mmol L' de TEA + OXA até pH=8,5. Inje¢fio hidrodindmica: 25
kPa por 1,0 s; Potencial de separagdo: +25 kV (lado da injecdo); Comprimento total e

efetivo do capilar: 50 e 40 cm, respectivamente; EOF: normal.

Figura 28 - Eletroferogramas obtidos a partir da injecdo de duas solugdes amostra
contendo NAF + DIF (solugo nasal) ou NAF + FEN (solucdo oftalmologica) diluidas em
agua (duas vezes). BGE: 20 mmol L™ de MES e HIS (pH=6,1). Injegdo hidrodindmica: 25



kPa por 1,0 s; Potencial de separagdo: +25 kV (lado da injecdo); Comprimento total e

efetivo do capilar: 50 e 10 cm, respectivamente; EOF: normal.

Figura 29 — Eletroferogramas obtidos a partir da injecdo de solu¢do padrdo e amostra
contendo NAF + DIF. BGE’s (pH ajustado com NaOH): (A) 10 mmol L™ de 4cido bérico
(pH = 9,5); (B) 20 mmol L™ de MES (pH = 6,1); (C) 20 mmol L' de CHES (pH = 8,5);
(D) 50 mmol L' de CHES (pH = 8,5); (E) 12 mmol L' TEA + 10 mmol L™ de DMX (pH
= 8,5); (F) 20 mmol L™ de HIS + 10 mmol L™ de DMX (pH = 9,8). Concentragio: 250
umol L™ de DIF e 500 pmol L de NAF. Injecdo hidrodindmica: 25 kPa por 1,0 s;
Potencial de separagdo: +25 kV (lado da inje¢do); Comprimento total e efetivo do capilar:

50 e 10 cm, respectivamente; EOF: normal.

Figura 30 — Eletroferogramas obtidos pela inje¢do de solu¢des padrdo contendo de NAF e
DIF. Concentracio dos analitos: 250 pmol L™ de DIF e 500 pmol L™ de NAF. BGE’s: (1)
20 mmol L™ de HIS + 10 mmol L' DMX + NaOH (pH = 9,5) ¢ (2) 20 mmol L™ de HIS +
10 mmol L™ HC1 + NaOH (pH = 9,5). Injecéo hidrodindmica: 25 kPa por 1,0 s; Potencial
de separagdo: +25 kV (lado da injecdo); Comprimento total e efetivo do capilar: 50 e 10

cm, respectivamente; EOF: normal.

Figura 31 — Estudo do tempo de injecdo utilizando solugdes padrdes contendo: (A) NAF +
DIF (500 + 250 pmol L"); (B) NAF + FEN (100 + 840 umol L'); (C) NAF + CFEN (500
+312,5 pmol L™). BGE: 20 mmol L' de HIS com 10 mmol L' DMX e 1 mmol L™ de
NaOH (pH = 9,8); Pressdo de injec¢do: 25 kPa; Potencial de separagdo: +25 kV (lado da
injecdo); Comprimento total e efetivo do capilar: 50 e 10 cm, respectivamente; EOF:

normal.

Figura 32 — Estudo de repetibilidade com dez inje¢cdes sucessivas de solugdes padrio
composta por NAF +DIF (500 e 250 pmol L), NAF + FEN (100 e 840 umol L) e NAF +
CFEN (500 e 312,5 pumol L™). BGE: 20 mmol L™ de HIS com 10 mmol L™ DMX + 1
mmol L' de NaOH (pH = 9,8); Injecdo hidrodinamica: 25 kPa por 1,25 s; Potencial de
separacdo: +25 kV (lado da inje¢do); Comprimento total e efetivo do capilar: 50 e 10 cm,

respectivamente; EOF: normal.



Figura 33 — Eletroferogramas de solu¢des padrdo contendo concentracdes crescentes de
NAF + DIF, NAF + FEN e NAF + CFEN e suas respectivas curvas de calibragio.
Concentragdes: (A) DIF (50 — 800 umol L") ¢ NAF (100 - 1600 pmol L"), de (B) FEN
(420 - 1750 pumol L) e NAF (50 - 210 pmol L™) e (C) CFEN (50 — 322 pmol L) e NAF
(80 - 500 pmol L™). BGE: 20 mmol L de HIS com 10 mmol L™ DMX e 1 mmol L™ de
NaOH (pH = 9,8); Injecdo hidrodindmica: 25 kPa por 1,25 s; Potencial de separagdo: +25
kV (lado da inje¢do), Comprimento total e efetivo do capilar: 50 e 10 cm,

respectivamente; EOF: normal.

Figura 34 — Eletroferogramas obtidos com solu¢des padrdes (a) e amostras (b) contendo
NAF + DIF (A), NAF + FEN (B) e NAF + CFEN (C). Concentragdo dos analitos: (A) 250
umol L' de DIF e 500 pmol L™ de NAF; (B) 313 pmol L™ de CFEN e 500 umol L™ de
NAF e (C) 100 umol L™ de NAF e 840 pmol L™ de FEN. BGE: 20 mmol L™ de HIS com
10 mmol L DMX e 1 mmol L™ de NaOH (pH = 9,8); Injecdo hidrodindmica: 25 kPa por
1,25 s; Potencial de separagdo: +25 kV (lado da inje¢do); Comprimento total e efetivo do

capilar: 50 e 10 cm, respectivamente; EOF: normal.

Figura 35 — Eletroferogramas de uma solu¢io padrdo sem (a) e com (b) com adigdo de 10
mmol L™ de NaCl e 50 pmol L™ de cloreto de benzalcénio e de uma solugio amostra (c).
Concentragdo dos analitos: 250 umol L™ de DIF e 500 pmol L™ de NAF. BGE: 20 mmol
L' de HIS com 10 mmol L DMX e 1 mmol L' de NaOH (pH = 9,8); Injecdo
hidrodinamica: 25 kPa por 1,25 s; Potencial de separagdo: +25 kV (lado da injecdo);

Comprimento total e efetivo do capilar: 50 e 10 cm, respectivamente; EOF: normal.
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1 INTRODUCAO

1.1  Breve historico

Na ciéncia das separagdes, grandes avangos tecnologicos tém sido observados ao
longo de décadas, principalmente na area de aplica¢des e instrumentagdo. Na década de 50
foi introduzido a cromatografica gasosa (GC), a década de 70 presenciou o
desenvolvimento da cromatografia liquida (LC) e a década de 80 contou com a
implementa¢do de mais uma técnica de separagdo, a eletroforese capilar (CE, do inglés
“capillary electrophoresis’) (TAVARES, 1997).

A eletroforese comegou a ser desenvolvida na década de 30 pelo quimico e
bioquimico sueco Arne Tiselius, o qual desenvolveu em sua tese de doutorado o estudo da
separagdo de proteinas no soro sanguineo utilizando a técnica baseada na diferenca de
velocidade de migragdo de espécies carregadas em um eletrélito, através do qual tinha sido
aplicado um campo elétrico (TISELIUS, 1930). Esse tipo de separagdo em solugdo livre
possui limitagdes em sua eficiéncia devido ao aquecimento desta solugdo causado pelo
efeito Joule, caracterizado pela produgdo de calor quando uma corrente elétrica atravessa
um material condutor. Essas separagdes sdo muito semelhantes as utilizadas hoje em dia
para a analise de macromoléculas e s3o chamadas de eletroforese em placas de gel, que sdo
de baixa eficiéncia e longos tempos de analise.

Logo no inicio dos anos 60, Hjérten (1967) descreveu a eletroforese em tubos
capilares, com o emprego de um tubo de quartzo de 0,3 mm e voltagens que variavam
entre 2,5 — 3,0 kV. Neste trabalho foi proposto um sistema giratoério para minimizar os
efeitos de convecgdo que afetavam os sistemas estacionarios e, desta forma, a eficiéncia da

técnica foi melhorada. Hjérten, em 1983, também contribuiu muito para a area com um
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trabalho onde adaptou a eletroforese em gel para os tubos capilares, porém, os problemas
de eficiéncia foram mantidos (HJERTEN, 1983).

Na década de 80, a historia da eletroforese teve um grande avango com os trabalhos
de Jorgenson e Lukacs (JORGENSON; LUKACS, 1981; JORGENSON; LUKACS, 1983).
Eles utilizaram pela primeira vez, capilares de silica fundida com didmetro interno
extremamente pequenos (~75 pum) e contribuiram significativamente no aprimoramento
tanto na instrumentagdo existente quanto na teoria da técnica. Com essa reducdo do
didmetro interno do capilar, o efeito Joule que tanto prejudicava o desempenho da técnica
praticamente deixou de existir. O uso de capilares com didmetro interno da ordem de
micrometros fez com que aumentasse a relagdo entre a area superficial interna do capilar e
o volume da solugdo, isto favorece a dissipag@o de calor e permite a aplicacdo de campos
elétricos mais elevados. Desta forma foi possivel diminuir drasticamente os tempos de
analise promovendo uma maior eficiéncia da separagio.

Assim, desde que foi criada, a eletroforese possui 0 mesmo principio basico de
funcionamento, que ¢ definido como o transporte (migragdo), em solug@o eletrolitica, de
compostos carregados eletricamente sob a influéncia de um campo elétrico, no qual a
separagdo entre dois solutos ocorre de acordo com diferengas entre suas mobilidades
efetivas. A eletroforese capilar tem abrangido praticamente todas as areas relacionadas as
ciéncias naturais, pois vem sendo aplicada na separacdo desde ions inorganicos, como o
cloreto e o sodio, até macromoléculas (CUNHA, 2013). Desta forma, a CE despertou
interesse de wvarios grupos de pesquisa no mundo todo, elevando muito a sua

aplicabilidade.
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1.2 Vantagens e limitacdes

A CE ¢ uma técnica que possui muitos atrativos, dentre eles esta o fato da
instrumentagdo ser relativamente simples quando comparada a muitas outras técnicas de
separacdo. Esta caracteristica permitiu que muitos grupos de pesquisa produzissem seus
proprios equipamentos, como € o caso do equipamento usado na realizagdo do presente
trabalho (DA SILVA; DO LAGO, 1998; FRANCISCO, DO LAGO, 2009; de
CARVALHO et al, 2009). Além disto, existem varios outros fatores que sdo vistos pela
comunidade cientifica como atrativos para a técnica, como (CUNHA, 2013):

e Custo reduzido: tanto com relacdo ao equipamento quanto a manutengio.
Isso ¢ devido a utilizagdo de pequenos volumes de reagentes (solventes) e amostras, ja que
sdo injetados no equipamento volumes de padrdes e amostras na ordem de nanolitros,
principalmente se comparado com cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) que ¢
uma técnica de separacdo amplamente utilizada;

e Versatilidade: para fazer analises utilizando compostos de classes distintas,
basta substituir o BGE, ou seja, uma variedade de modos de separagdo podem ser
efetuados em uma unica coluna capilar com uma diversidade de compostos passiveis de
anadlise em cada modo. Isto facilita a manipulagdo do equipamento, ja que ndo ha
necessidade de trocar o capilar a cada tipo diferente de analise, que apesar de ser uma
tarefa relativamente simples, gasta-se tempo e compromete a frequéncia analitica do
método. A economia também pode ser considerada neste caso, ja que a aquisi¢do de
diferentes colunas ndo € necessaria;

e Elevada frequéncia analitica: Em geral os tempos de analise sio menores

quando comparado com as outras técnicas de separagao;
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e Analise simultanea: capacidade de analisar simultaneamente compostos com
caracteristicas quimicas completamente distintas (ions metalicos e compostos organicos),
além da capacidade de analisar simultaneamente e com apenas uma dilui¢do, amostras com
proporg¢des de analitos muito discrepantes.

Porém, uma técnica que apresente apenas vantagens como caracteristicas ainda néo
¢ do nosso conhecimento, e com a CE ndo seria diferente. Portanto, a técnica também
apresenta algumas limitagdes, como (CUNHA, 2013):

e Limites de deteccdo (LOD) relativamente elevados: a CE-C'D possui
LOD’s da ordem de 10 a 10° mol L™, desta forma a técnica apresenta limitagdes na
analise de amostras biologicas (ex: urina, sangue), ja que estas na maioria das vezes
apresentam concentragdes dos analitos na ordem de tragos.

e Dependéncia dos valores de pH do BGE: esta caracteristica gera a

necessidade de se possuir um tampao estavel.

1.3 Abordagem tedrica

Neste topico serdo discutidos fundamentos teoricos que sdo aplicaveis a eletroforese
capilar de zona, praticada em capilares de silica fundida, que ¢ utilizado no presente
trabalho. Nos outros tipos de eletroforese, as equagdes passam por algumas modificagdes,

porém, o fundamento basico € similar.
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1.3.1 Teoria

Todos os detalhes com relagdo aos aspectos teoricos, como o desenvolvimento de
calculos e revisdes sdo de facil acesso e estdo disponiveis na literatura: (TAVARES, 1996;
TAVARES, 1997, HEIGER, 1997). Trabalhos mais recentes trazem animagdes para
explicar os fundamentos da eletroforese capilar (VAZ; de OLIVEIRA; de OLIVEIRA,

2015).

1.3.2 O conceito de mobilidade efetiva

O conceito de mobilidade efetiva € utilizado para descrever a migragdo de
eletrolitos fracos. A mobilidade efetiva (uer) pode ser calculada pela definigdo classica de
Tiselius, onde qualquer substancia (i) presente em solu¢do de formas diferentes (j) estdo
relacionadas entre si por um equilibrio 4cido base rapido, e ira migrar em um campo
elétrico como um soluto unico, possuindo uma certa mobilidade efetiva, onde a ¢é a fragdo
molar (TAVARES, 1996):

Equagdo 1: W = X H; q;
Com a aplicag@o de um potencial E teremos a velocidade eletroforética efetiva v
Equagao 2: Ver = g X E

As fungdes de distribuicdo dependem da magnitude das constantes de dissociagdo
do soluto (pKa), desta forma, a equagdo 10 sugere uma dependéncia indireta entre a
mobilidade efetiva e o pH do meio. Os conceitos de per € ver s80 de fundamental
importancia, porque frequentemente a separacdo entre duas espécies com mobilidades
eletroforéticas semelhantes € possivel através da modificacdo dos valores de a pela escolha

adequada do pH do BGE ou pela adi¢do de determinado complexante a0 mesmo. Assim,
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espécies podem ser separadas pela manipulagdo de sua distribuigdo via pKa ou via

constantes de estabilidade do complexo formado.

1.3.3 Teoria da migracio eletrosmotica

Quando se trata da mobilidade eletrosmotica, temos uma equagido que € governada
por & que ¢ a permitividade da solugdo, &, que é a permitividade do vacuo, { que ¢ o
potencial zeta, o qual ¢ desenvolvido no plano de cisalhamento, e | que € a viscosidade
dindmica da solugdo. Com a aplicagio de um potencial E teremos a velocidade

eletrosmotica ve,.

erxgex{

Equagdo 3: ., =

Equacao 4: v,, = Uy X E

Esta equagdo ¢ valida quando o raio do capilar é grande se comparada a espessura

da dupla camada elétrica.

1.3.4 Fluxo eletrosmotico (EOF)

A silica fundida (Si10;) € o material mais utilizado na fabricagdo dos capilares para
CE. Este material possui propriedades interessantes como maleabilidade, baixa
condutividade elétrica e resisténcia ao ataque quimico, entre outras. Dentre as varias
caracteristicas, uma bastante peculiar ¢ a sua capacidade de formagdo do fluxo
eletrosmotico (EOF, do inglés Electroosmotic Flow) (TAVARES, 1996).

A formacgdo da dupla camada elétrica se da pela presenca de varios grupos silandis

(SiOH) residuais na superficie interna do capilar. Esses grupos apresentam um carater
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acido, o qual ¢ considerado relativamente fraco (pKa ~ 6). Em contato com o meio aquoso,
alguns desses grupos sdo ionizados e, com a ionizagdo, a superficie do capilar se torna
negativamente carregada, e, dependendo do pH do eletrédlito de corrida, estes grupos
poderdo estar totalmente protonados ou parcialmente protonados ou ainda totalmente
desprotonados. A Figura 1 mostra o efeito do pH sobre a mobilidade do EOF em capilares

de diferentes materiais.

4 - Pyrex

Silica

W
|

(% ]
|
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bege x 10°* (cm?/ Vs)

—_
1

Figura 1 — Efeito do pH na mobilidade do EOF em capilares de diferentes materiais.

Adaptado de HEIGER (1997).

E possivel observar na Figura 1 que a desprotonagio dos grupos silandis se inicia
em pH 3 e, em pH 8, a ionizagdo ¢ praticamente completa. A Figura 2 mostra um modelo
para o que ocorre na interface do capilar/soluc¢do, o qual descreve a regido imediatamente
adjacente a superficie ocupada por camadas de moléculas de agua orientadas e também
alguns ions, os quais devido as forcas eletrostaticas (adsor¢do especifica) sdo atraidos
fortemente pela superficie de forma a manter a eletroneutralidade do sistema. O plano
definido por esses ions ¢ conhecido por plano interno de Helmholtz (IHP).

Os ions hidratados que se aproximam da superficie sdo mais fracamente ligados a
esta superficie, e a interagdo ¢ dependente das propriedades quimicas dos ions (adsor¢do

ndo especifica). O plano definido pelo centro dos ions hidratados € conhecido como plano
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externo de Helmholtz (OHP), e ¢ ela que delimita a camada compacta da dupla camada
elétrica. A concentragdo de ions de carga oposta a superficie decresce com a distancia e,
eventualmente, aproxima-se do valor de concentragdo dos ions na solugdo, e essa regido ¢

conhecida como a camada difusa da dupla camada elétrica.

Aplicacao de potencial elétrico
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2

@I

-
0:6}
. @l

Eletrslito e @ e S ® {=d Eietrdlito

Entrada . I s . Saida
(&5 = GQAQ

F
o B

Figura 2 — Representacdo da interface capilar/solug¢do. Fonte: (VAZ; de OLIVEIRA; de

OLIVEIRA, 2015).

Quando um campo elétrico longitudinal ¢ aplicado (aliado ao didmetro interno do
capilar — menor que 100 um) inicia-se um processo de migra¢do dos ions do BGE
envolvidos na formagdo da dupla camada elétrica para os polos de carga oposta. Durante a
migracdo, os ions transportam moléculas de agua, induzindo um fluxo de solu¢do como um
todo, este € o EOF. As cargas mais proximas da parede do capilar ndo migram, porém, as
cargas positivas da camada difusa, que € caracterizado como o plano de cisalhamento, sdo
arrastadas em direc¢do ao catodo (polo negativo) e esse fluxo ¢ chamado de EOF normal.

Deste modo ocorre uma migragdo liquida maior de cations ([et + Heor) €m diregdo
ao catodo comparada a migracgdo liquida de anions (Ut - Ueor) €m dire¢@o ao anodo. Uma
analogia pertinente seria considerar o EOF como sendo a correnteza de um rio no qual os

cations nadam a favor da correnteza e os anions contra esta.
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Quando se faz a analise de anions é comum inverter a dire¢do do EOF, tanto para
obter melhor resolu¢do quanto para aumentar a velocidade da analise. Fuerstenau
(FUERSTENAU, 1956) foi o pioneiro com um trabalho que visava a inversdo do EOF
utilizando surfactantes catidonicos.

No entanto, este tipo de inversdo nem sempre € necessaria, como € o caso de anions
com baixa mobilidade eletroforética, ou seja, neste caso eles sdo “arrastados” pelo EOF na
direcdo do catodo, ja para anions que possuem elevada mobilidade eletroforética, a
inversdo do EOF ¢ indispensavel para que a analise ocorra em tempos aceitaveis ou que
seja possivel (anions podem ter velocidade similar ou até serem mais rapidos que o EOF).
Anions de elevada mobilidade eletroforética podem ser analisados na presenca de EOF
normal, desde que o EOF seja de velocidade reduzida (pH do BGE < 6 ou concentragio
elevado do BGE) (KUBA’N, et al. 2014). O método mais utilizado na inversdo do EOF
emprega a adi¢do de tensoativos catidnicos ao BGE, principalmente os derivados de sais
quaternarios de amonio de cadeia longa como o brometo de cetiltrimetilamoénio (CTAB, do
inglés “cetyltrimethylammonium bromide”). Apesar de serem muito utilizados surfactantes
catidnicos na pratica da analise de anions por CE, sdo poucos os trabalhos que se dedicam
a explicar o mecanismo pela qual a inversio do fluxo ocorre (KANETA; TANAKA;
TAGA, 1993; LUCY, 1996; TAVARES, 1997).

Quando o capilar sem modificag@o se encontra carregado negativamente (pH > 3),
na adi¢@o deste inversor (surfactante catidénico), uma camada fortemente ligada e formada
por semi-micelas ¢ adsorvida na superficie interna do capilar carregando a parede interna
com cargas positivas. Assim, os anions do tampao passam a fazer parte da dupla camada
elétrica, os quais, sob a agdo do campo elétrico se movem em dire¢do ao anodo (polo

positivo). A Figura 3 apresenta um esquema do fluxo eletrosmético invertido.
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Figura 3 — Representacdo esquematica da adsor¢do de surfactantes catidnicos sobre a
superficie interna de capilares de silica fundida. Adaptado de (TAVARES;

COLOMABRA; MASSARO, 1997).

Na presenca do EOF, a migracdo das espécies ndo esta relacionada apenas as suas
proprias mobilidades, pois a essas sera somada ou subtraida a mobilidade do EOF. Deste
modo, ao se analisar um eletroferograma, o tempo que as espécies levam para percorrer um
determinado comprimento de capilar ¢ determinado pela sua velocidade aparente (vp),
como mostra a Equag@o 5, a qual corresponde a soma das suas velocidades efetivas (ver) €
da velocidade do EOF (vior). Desta forma, o sinal da vgor depende da direcdo da mesma,
adquirindo um sinal positivo caso tenha a mesma dire¢do da v, € negativo, caso seja em
dire¢do oposta.

Equagdo 5: gy = Ver  Vgor
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A existéncia do EOF tem importantes implicagdes na CE, pois o fluxo de solugdo
contribui bastante para a automagdo da técnica, permitindo a introdugdo de amostra e
deteccdo diretamente no capilar. Uma caracteristica que contribui para a alta eficiéncia da
técnica esta vinculada ao perfil radial da velocidade eletrosmotica. Sendo linear, 0 mesmo
componente de velocidade ¢ adicionado a todos os solutos independente da sua posigdo
radial, ou seja, a andlise por CE ¢ livre do efeito de parede presente no fluxo laminar
gerado quando se tem fluidos impulsionados sob pressdo através de uma tubulagdo, como
no caso de analises em cromatografia liquida em coluna (Figura 4). Essa caracteristica ¢
positiva, pois faz com que os sistemas CE possuam uma menor dispersdao de bandas por
acdo do fluxo, proporcionando a esta técnica maior eficiéncia de separagdo quando

comparado a HPLC.

Fluxos

Fluxo eletrosmotico Fluxo laminar

Sinais de resposta

Figura 4 - Perfis dos fluxos eletrosmoético (a) e laminar (b), e suas correspondentes zonas

de amostras. FONTE: (HEIGER, 1997).

Existem alguns fatores que podem afetar a velocidade do EOF, como por exemplo:
o campo elétrico, que afeta proporcionalmente a velocidade do EOF, eficiéncia, resolugdo
e temperatura, e afeta inversamente o tempo de andlise. Ja o pH do BGE influencia

diretamente na ionizag@o da parede interna do capilar, e por sua vez, no potencial zeta ({),
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assim modifica a seletividade do sistema. Por sua vez, a forga idnica afeta inversamente o
e o EOF, pois promove a compressdo da dupla camada elétrica e uma maior influéncia no
efeito Joule devido a presenca de correntes mais elevadas para maiores concentragdes.
Alteracdes na temperatura e a utilizagdo de modificadores organicos modificam a

viscosidade do sistema afetando também diretamente o EOF (HEIGER, 1997).

1.4 Modalidades eletroforéticas de analise

Como ja mencionado, a eletroforese ¢ uma técnica de separacdo que se baseia na
migracdo diferenciada de compostos i0nicos ou ionizaveis, sob aplicagdo de um campo
elétrico. Existem varios modos de separacdo possiveis com mecanismos singulares e
seletividade caracteristica. Dentre estes, estdo inclusos a eletroforese capilar de zona (CZE,
do inglés “capillary zone electrophoresis™), que é o modo de separagdo mais utilizado em
CE, a cromatografia eletrocinética micelar (MEKC, do inglés “micellar electrokinetic
chromatography™), eletroforese capilar em gel (CGE, do inglés “capillary gel
electrophoresis”),  eletrocromatografia  capilar (CEC, do inglés “capillary
electrochromatography”),  isotacoforese capilar (CITP, do inglés “capillary
isotachophoresis”) e focalizagdo isoelétrica capilar (CIEF, do inglés “capillary
isoeletricfocusing”).

Entre os modos de separagdo existentes em CE, a CZE ¢ a mais simploria e a mais
amplamente praticada em razdo da facilidade de implementag@o e avaliagdo das melhores
condigdes experimentais.

A CZE baseia-se somente nas diferencas entre as mobilidades de espécies carregadas
(cations ou anions). Quando o potencial de separacdo € aplicado, cada zona migra
independentemente, com velocidade constante, mas diferenciada, que € caracteristica de

sua propria mobilidade. Geralmente, sua implementacdo ¢ realizada em eletrolitos aquosos
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que podem ser misturados a aditivos ou complexantes com intuito de interagir com
analitos, alterando suas mobilidades (TAVARES, 1997). As modalidades da eletroforese
em solugdo livre, gel e micelar pertencem a essa categoria.

Os outros tipos de modalidades eletroforéticas estdo muito bem descritos e
detalhados em diversos artigos da literatura: (SANTANA; TAVARES,; RUBIM, 1997,
KIRBY; MILLER; RIVIER, 1993; TAVARES, 1993; SCHUSTER; GRATZFELD-
HUSGEN, 1994; TERABE, 1992; TAVARES, 1997 PROTOCOLO, 1993;
WALLINGFORD, 1996; SEGATO; SILVA; JARDIM, 2009; EVERAERTS; BECKERS;
VERHEGGEN, 1976; BOCEK et al, 1985; RIGHETTI; BOSSI, 1997; RIGHETTL, 1983;

SILVA, 2002; COLTRO, 2004).

1.5 Determinacio simultinea de cations e anions

A presenga do EOF tem um importante papel na CE, pois o fluxo de solugdo
contribuiu significantemente para a automagdo da técnica permitindo a introducgdo de
amostra e deteccdo diretamente no capilar. Quando a velocidade eletrosmoética € de grande
magnitude, o fluxo ¢é responsavel pela condugdo de solutos, sem diferenciacdo de carga, em
direcdo ao detector. Desta forma, a analise simultanea de amostras que contém espécies
catidnicas, anidnicas e neutras ¢ possivel. No entanto, ndo havera distingdo temporal de
espécies neutras (KOENKA et al, 2016) (WEEKLEY; FOLEY, 2007).

Esta caracteristica ¢ de extrema importancia quando se trata da analise de farmacos,
pois aproximadamente metade dessas moléculas farmacolédgicas que existem no mercado ¢
formada por compostos 16nicos (em forma de sais) (KOENKA et al, 2016). Estes fArmacos
devem ser analisados em varias etapas do processo farmacéutico, desde seu
desenvolvimento, até o controle de qualidade final, e grande parte dessas propriedades

fisicas sdo definidas pelo par de ions que forma o composto.
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Por isso, a determinag@o simultanea de cations e dnions € importante, pois a possivel
presenca de impurezas que podem ser provenientes da catalise do farmaco ou do processo
de fabricacdo pode afetar as propriedades supracitadas, gerando efeitos indesejaveis no
usuario do medicamento (DIONEX.com).

Uma técnica bastante utilizada no controle de qualidade de farmacos ¢ a HPLC.
Entre os tipos de cromatografia liquida existentes, a cromatografia de ions pode ser
utilizada na determinag@o simultinea de espécies catiOnicas e anidnicas utilizando-se
simultaneamente colunas especificas para ions positivos e negativos (CALISEVICI et al,
2011) ou colunas de troca catidnica e anidonica (MENG et al, 2008) ou até colunas com
polimeros de carater anfotero como fase estacionaria (CRAFTS et al, 2009). Porém, tudo
isto requer uma instrumentagdo mais complexa (injetores duplos) e muitas vezes mais do
que um tipo de eluente e/ou coluna (SAARINORDHAUS; ANDERSON, 1991).

A utiliza¢do da CE com deteccdo condutométrica (deteccdo utilizada no presente
trabalho) na determinac¢do simultdnea de cations e anions contorna alguns obstaculos
citados acima, sendo possivel a analise simultinea utilizando uma unica coluna. A
determinacgdo de espécies e seus contra-ions traz a possibilidade de se detectar impurezas e
até mesmo processos de degradagdo do analito, além da possibilidade de se obter uma
informacdo extra sobre a estequiometria dos compostos (THANH DUC; HAUSER, 2012).
O desenvolvimento de métodos que permitam a separacdo simultdnea de espécies
anionicas e cationicas em CE ¢é de grande interesse para que se minimize o tempo de
trabalho e gasto com solugdes.

Kuban e Karlberg introduziram estratégias que podem ser usadas na separagdo
simultdnea de cations e anions através de CE (KUBAN; KARLBERG, 2002). Uma
estratégia compreendeu a inje¢do dupla da amostra onde os cations injetados no polo

positivo (anodo) migram no sentido normal ao EOF e os anions injetados no polo negativo
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(catodo) migram em sentido contrario ao EOF (WEEKLEY; FOLEY, 2007). Neste caso, o
EOF ¢ utilizado com uma velocidade baixa.

Existe outra possibilidade que € a utilizagdo do EOF com velocidade de migragdo
elevada (pH > 7), a fim de mover os analitos catidnicos e anidnicos na mesma direg¢@o (os
ions lentos serdo arrastados pelo EOF). Esta estratégia pode ser utilizada com o EOF
normal (cations e anions lentos) ou com EOF invertido (anions e cations lentos) (JOHNS et
al,2004). Neste modo, que pode ser implementado em equipamentos comuns de CE, tanto
cations como anions migram na mesma dire¢do através do detector (GALLAGHER,;
DANIELSON, 1997; FORET; FANALI; OSSICINI, 1989; SHAMSI; DANIELSON,
1995).

Outra possibilidade, que ndo ¢ tdo simples, consiste na complexagdo de espécies
catidbnicas com um composto quelante, obtendo assim novas espécies carregadas
negativamente, as quais podem ser separadas de modo convencional (EOF invertido)
juntamente com outros analitos anidonicos (TOMOYOSHI; ROSS, 1999; SARAZIN et al,

2010; KROKHIN et al, 1997).

1.6 Sistemas de deteccio em CE

O sistema de deteccdo em CE € de grande importancia, pois uma técnica de
separacdo com elevado desempenho necessita de um detector eficiente e adequado que
complemente a técnica. O ideal é que o sistema de detec¢do seja o mais seletivo possivel as
espécies de interesse e também o de maior detectabilidade as mesmas.

Apds mais de trés décadas de introdugdo do formato atual de detecgdo em CE
(MIKKERS; EVERAERTS; VERHEGGEN, 1979; JORGENSON; LUKACS, 1981), o

desenvolvimento de novos sistemas de detec¢do continua em destaque devido a pequena



36

quantidade de material introduzida no capilar. Assim, artigos continuam sendo publicados
abordando melhorias nos sistemas de detec¢do conhecidos e introduzindo novos conceitos.
A priori os sistemas de deteccdo em CE seguem os mesmos esquemas utilizados em LC,
sendo classificados em (DA SILVA, 2003):

e  M¢étodos Opticos: Absor¢do de luz na regido do ultravioleta-visivel ou
infravermelho, fluorescéncia, indice de refragdo, Raman absorbancia termo-optica e
quimiluminescéncia,

e  Me¢étodos eletroquimicos: Amperométricos, voltamétricos, condutométricos
e potenciométricos;

e Outros métodos e métodos acoplados: Ressonancia magnética nuclear,
radiométricos, espectrometria de massas e de emissdo com plasma indutivamente acoplado
(ICP-AES).

Infelizmente, o método de detecgdo perfeito ndo existe, entdo considera-se que: os
métodos de deteccdo fluorimétricos sdo mais sensiveis, porém, muitas das vezes,
necessitam de derivatizacdes dos componentes das amostras antes da analise. Este
procedimento pode agregar erros na etapa de preparo das amostras. A detec¢do indireta ¢
uma alternativa, porém, neste caso, a sensibilidade ¢ reduzida. (HENDERSON, 2009).

A amperometria ¢ um modo de deteccdo sensivel e possui, relativamente, boa
seletividade, porém, o posicionamento (adaptagdo) do eletrodo de trabalho no sistema de
CE sem que haja interferéncia do potencial aplicado para gerar o campo elétrico (usado na
separacdo em CE) na corrente detectada no eletrodo de trabalho ¢ dificultada (MARK;
SCHOLZ; MATYSIK, 2012) (DA SILVA, 2003).

A espectrometria de massas € uma técnica que agrega sensibilidade e gera
informagdes estruturais adicionais da molécula e pode ser empregado em CE. Esta técnica

¢ muito utilizada quando se deseja realizar analise de produtos de degradacido e
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metabolitos. Porém, a técnica exige que o eletrolito de corrida seja, necessariamente,
volatil e puro para esse tipo de deteccdo, gerando limitagdes em func¢do do pH de trabalho
(SOLINOVA; KASICKA, 2006, ZEMANN, 2003).

O detector de absor¢do por UV-vis ¢ o mais usado em sistemas CE (HAQUE;
STEWART, 1999). Neste caso, comprimentos de onda sdo selecionados na regido do
espectro onde os analitos de interesse apresentam absortividade ou ainda, de forma
universal, onde um cromoforo presente no tampao de corrida € constantemente monitorado
e analitos que n3o absorvem podem ser detectados indiretamente. Para aumentar a
sensibilidade, uma célula do tipo “Z” muitas vezes ¢ empregada ou entdo se remove o
revestimento de poliimida do capilar de silica fundida para que assim seja possivel a
passagem de radiacdo (ZEMANN, 2003). Este detector tem limita¢cdes na determinagdo de
espécies ndo sensiveis ao UV-vis, especialmente para alguns cations metalicos, como o
zinco, presentes como co-ions em medicamentos, pois a maioria destes ndo apresentam
absor¢do na regido do espectro UV-Vis e o uso da detecgdo indireta apresenta limita¢des
em fun¢do do pH (precipitagdo) necessario para manutengdo da estabilidade do croméforo
adicionado ao BGE (NEHME et al, 2010).

Em geral, os diferentes modos de deteccdo apresentam sensibilidades diferentes. O
Quadro 1 apresenta alguns valores tipicos de limites de detecgdo (LOD) de alguns dos

detectores utilizados em CE.



38

Quadro 1 - Limites de detec¢do (LOD) de sistemas de detecg¢do em CE.

Modo de deteccao LOD / mol L'
Indice de refragdo (laser) 107 -10°
Absorgdo no UV-visivel (direta) 107 -10°
Absor¢io no UV-visivel (indireta) |  10™- 107
Fluorescéncia direta (I1ampada) 107-10*
Fluorescéncia direta (laser) 107- 10"
Fluorescéncia indireta 10°-107
Amperometria 10%- 10"
Condutividade 107 - 10°
Raman 10°- 107
Radiometria 107 - 10
Espectrometria de massas 10*-10”

Adaptado de (de CARVALHO, 2003).

1.7 Deteccio condutométrica sem contato acoplado capacitivamente (C*D)

Zahn iniciou a histéria da detec¢do condutométrica sem contato em 1928 (ZAHN,
1928), porém a detecgdo condutométrica aplicada a CE comegou a ser estudada a cerca de
40 anos (VAN DER STEEN, 1972), sendo inicialmente empregado na isotacoforese. No
ano de 1985, foi demonstrada a utilidade desses dispositivos para CZE (DEML; FORET;
BOCEK, 1985), onde as zonas eram detectadas com o auxilio de detectores

condutométricos. Em 1998, dois trabalhos independentes publicados por Zemann e
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colaboradores (ZEMANN et al, 2003) e Fracassi da Silva e do Lago (DA SILVA; DO
LAGO, 1998) introduziram a detec¢io condutométrica sem contato (C*D). Portanto, foram
nas décadas de 80 e 90 que muitos trabalhos foram publicados abordando aspectos
tedricos, construcgdo e aplicagdes de detectores condutométricos em CE.

Uma grande vantagem da C*D ¢ o descarte da etapa de derivatizacio de espécies na
amostra, necessaria em UV-VIS no caso da amostra ndo aborver em nenhum comprimento
de onda, o que simplifica sua preparacdo e reduz o tempo total de analise. Além disso,
existe uma flexibilidade para a escolha do eletrolito de corrida (BGE). Em geral, a baixa
condutividade do BGE (baixa mobilidade do co-ion) pode ser utilizada para a separagdo de
analitos de alta mobilidade, com a vantagem da baixa gerag@o de calor pelo efeito Joule.

A C'D veio como uma alternativa aos detectores condutométricos convencionais
(com contato), os quais necessitam de adaptacdes complexas no capilar (perfuragdes do
capilar com laser de CQO;) para posicionar os dois eletrodos que compdem o detector (DA
SILVA; DO LAGO, 2000). Devido o detector ndo entrar em contato com o BGE e nem
com os padrdes e amostras que fluem no interior do capilar, foi possivel eliminar o risco de
contamina¢do dos mesmos, assim como a diminui¢do consideravel da interferéncia do
campo elétrico usado na separagdo das espécies no sistema de CE, obtendo assim, melhor
estabilidade e resposta analitica (BRITO-NETO et al, Part.1 e 2, 2005).

De forma simplificada, na detec¢io por C*D, um sinal senoidal de elevada frequéncia
(na ordem de milhares de Hertz) ¢ aplicado a dois eletrodos de platina que estdo
posicionados ao redor do capilar. Quando esse sinal € aplicado em um desses eletrodos do
detector, uma corrente elétrica € detectada no outro eletrodo (apesar de ndo haver contato
entre os mesmos). Esta corrente elétrica que ¢ detectada entre os dois eletrodos ¢
proporcional a condutividade da solu¢do que ird fluir no interior do capilar e entre os

eletrodos. Essa corrente € entdo convertida em tensdo alternada, com posteriores etapas de
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retificacdo e amplificag@o, e através de uma placa conversora analdgico-digital gera um
registro que pode ser interpretado e trabalhado através de softwares. Como a corrente
medida € uma propriedade da solugao, a detec¢do ndo apresenta seletividade, o que, de
certa forma, € uma vantagem quando aplicada a técnicas de separagdo (detector universal).

Um esquema deste funcionamento esta representado na Figura 8.

Capilardesilicafundida

1

. Frequénciaelevada
i [HI] / a

ﬂ A

Correnteelétrica
entre os dois
E2 eletrodos
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]

@ BGE Ly analitopp

® BGE p#4 analitodp

Figura 5 - Esquema do sistema de detecgio C*D e representagio de um eletroferograma

com pico positivo e pico negativo. E1 e E2 sdo os dois eletrodos do sistema de detecg@o.

Uma frequéncia oOtima de trabalho deve ser estudada para um funcionamento
adequado do detector, pois dependendo do valor, a resisténcia da solugdo no interior do
capilar (que pode ser determinada através da corrente que flui entre os eletrodos) deixa de
ser detectada e o detector ndo cumpre o papel de notar variagdes na condutancia (BRITO-
NETO et al, Part.1 e 2, 2005).

O mecanismo da detecgdo de espécies em C'D é relativamente simples. Ele baseia-se
na substituicdo do co-ion presente no BGE pelo ion a ser analisado. Por exemplo, quando a

mobilidade (n) do analito for maior que a do co-ion do BGE ocorre um aumento da
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condutividade na regido do capilar e o detector € sensibilizado, obtendo o registro de um
pico positivo no eletroferograma. O contrario também € valido, no caso em que o co-ion do
BGE possuir maior mobilidade que o ion do analito, o resultado serd um pico negativo no
eletroferograma, este esquema pode ser observado na Figura 8. Quanto maior for a
diferenga de mobilidade do BGE em rela¢do ao analito, maior serd a sensibilidade do
detector, por isso o BGE possui papel fundamental na sensibilidade de cada analito. O
grande pico (geralmente negativo) que ¢ observado nos eletroferogramas com detecg¢do por
C*D, se refere a deteccdo da 4gua juntamente com outras espécies neutras que co-migraram
com a agua e que ¢ o marcador do EOF. A agua, em geral, tem uma menor mobilidade do
que a mobilidade de qualquer BGE utilizado.

Este tipo de detecgcdo também pode ser incorporado em microchips, onde € coberto
com uma camada de isolamento e colocado sob o fundo ou na parte superior do
dispositivo. Devido a geometria dos dispositivos, a separagdo planar dificulta ou
impossibilita a formac¢do de eletrodos tubulares em torno do canal. Desta forma, a
capacitancia de acoplamento € inferior a dos capilares convencionais. Do mesmo modo, a
blindagem eficaz entre os eletrodos também ¢ dificil e por estas razdes, a presenca de um
sinal de fundo significativo estd normalmente presente no microchip, o que influencia de
forma adversa no sinal-ruido do analito (KUBA’N; HAUSER, 2008).

Mais detalhes sobre os aspectos fundamentais da CE-C*D podem ser encontrados em
artigos de revisdo publicados recentemente por Brito-Neto e colaboradores (BRITO-NETO
et al, Part.1 e 2, 2005), Kuba'n e Hauser (KUBA’N; HAUSER, Part.1 e 2, 2004)
(KUBA’N; HAUSER, 2005) e Johnston e colaboradores (JOHNSTON et al, 2005), além

das referencias ja citadas anteriormente neste topico.
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1.8 Analises rapidas por CE

Dois procedimentos sdo comumente usados para tornar as analises mais rapidas em
CE: (1) uso de instrumentos com varios capilares (MARSH; ALTRIA, 2006), o qual
permite realizar separa¢des de varias amostras simultaneamente e, (2) utilizacdo de
capilares com comprimentos reduzidos (OPEKAR; COUFAL; STULIK, 2009). Um
aumento do potencial aplicado ou redugdo do comprimento do capilar e seu didmetro
interno, reduzem significativamente os tempos de migracdo das espécies, como mostra a
Equagdo 6, onde (1) é o comprimento efetivo do capilar, (L) € o comprimento total do
capilar e (E) € o campo elétrico aplicado.

L

Equacgéo 6: t, = W

A frequéncia analitica de um método nem sempre € colocado em primeiro plano.
Geralmente, a busca por seletividade e sensibilidade se sobrepde ao tempo de andlise e,
métodos analiticos que possuem menores LOD’s e melhor seletividade se destacam,
mesmo sendo mais demorados.

Uma técnica se torna bastante atrativa quando se alcanca elevadas frequéncias
analiticas, mesmo ndo possuindo uma sensibilidade tdo baixa. Isto, porque a sensibilidade
adquirida no método ¢ suficiente para a quantificagdo na amostra analisada, com qualidade
igual ou até superior aos métodos ja consolidados e de referéncia (como o HPLC).

A CE-C'D tem sido muito utilizada em anélises com elevadas frequéncias analiticas.
Como exemplos podemos citar a determinagdo de etambutol e seu produto de degradacdo
menos de 3 minutos (da SILVA et al, 2010), de codeina e diclofenaco em menos de 1

minuto (GIMENES et al, 2013), de escapolamina, orfenadrina, cafeina, dipirona e acido
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ascorbico em menos de 1 minuto (MARRA, 2014), de cafeina, paracetamol e ibuprofeno
em 2 minutos (CUNHA et al, 2015).

A detec¢do UV-Vis também vem sendo empregada em CE no desenvolvimento de
métodos rapidos de analise. Como exemplos, podemos citar a determinagio de Na', K,
Ca®’, Mg”" em amostras de biodiesel em 36 segundos (PIOVEZAN et al, 2010), a
determinagdo de fosfato de oseltamivir no medicamento Tamiflu® em menos de 1,5
minutos (LABORDE-KUMMER et al, 2009), de arginina, acido aspartico e acido
glutdmico em 5 segundos (HAPUARACHCHI; PREMEAU; ASPINWALL, 2006) e a
determinacdo de metil, etibl, propil e o butilparabeno em cosméticos e formulac¢des
farmacéuticas em menos de 1 minto (DOLZAN et al, 2013).

Existem também um nimero consideravel de trabalhos que relatam analises rapidas
utilizando a CE em microchips. Coltro e colaboradores (COLTRO; da SILVA;
CARRILHO, 2010) relatam o desenvolvimento de um microchip acoplado a C*D onde é
feito a determinagdo simultdnea de Na', K" e Li" em menos de 30 segundos. Outro
trabalho demonstra a analise simultanea de quatro ions inorganicos (CI, NO;, NO; e
SO,%) realizada em 120 segundos (FREITAS; TAVARES; COLTRO, 2016). Um trabalho
utilizando CE em microchips acoplado a C*D determina glifosato e seu principal
metabolito, o 4cido aminometilfosfonico (AMPA), em aproximadamente 60 segundos (da
SILVA et al, 2013). A literatura também relata a determinagdo de BRCA1 e BRCA2 em
um estudo sobre o cancer de mama, utilizando a eletroforese em microchips com detecgdo
por fluorescéncia, onde a analise € feita em 120 segundos (TIAN et al, 2000). A gama de
trabalhos com tempos de analises desde alguns segundos até poucos minutos ¢ bastante
extensa e tem sido um grande atrativo para a expansdo e consolida¢do da técnica na

sociedade cientifica. Informagdes mais detalhadas sobre o estado da arte em relagdo a este
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tema pode ser obtida em artigos publicados recentemente (SAKO; DOLZAN; MICKE,

2015), (PIOVEZAN et al, 2010), (VITALI ef al, 2011).

1.9 Espécies estudadas

Neste trabalho foram estudadas sete diferentes espécies, associadas de diferentes
formas em formulag¢des farmacéuticas comerciais. Dentre elas estdo a difenidramina (DIF),
piridoxina (PIR), 8-cloroteofilina (CTF), nafazolina (NAF), feniramina (FEN),
clorfeniramina (CFEN) e o zinco (Zn). A associa¢do de principios ativos em farmacos
trazem vantagens terapéuticas, porém gera novos desafios para a industria farmacéutica,
tanto com relagdo a estabilidade dos farmacos na associa¢do, quanto na dificuldade
analitica no controle de qualidade. Surge assim a necessidade de desenvolvimento de
métodos capazes de quantificar principios ativos em formulagdes farmacéuticas compostas

(associag@o de dois ou mais farmacos).

1.9.1 Difenidramina (DIF) e 8-cloroteofilina (CTF)

A DIF ou 2-(difenilmetoxi)-N,N-dimetil-etanamina ¢ uma amina terciaria que esta
classificada dentro do grupo das etanolaminas, Figura 9a. A molécula é um anti-
histaminico de primeira geragdo, ou seja, um antialérgico de rapida absor¢do e
metabolizagdo. A DIF tem a fungdo de antagonizar os efeitos dos receptores H1 da
histamina, causadora de fendmenos anafilatico e alérgico, reduzindo sintomas de coceira,
inchago, vermelhiddo ou corrimento nasal (HARDMAN; LIMBIRD; GILMAN 2001).

A CTF ou 8-cloro-1,3-dimetil-2,3,6,7-tetraidro- 1H-purina-2,6-diona, Figura 9b, ¢
uma droga estimulante da familia das xantinas. A CTF costuma ser combinada com outras

drogas para formar sais estaveis, como o dimenidrato, que ¢ a combinac¢do equimolar (1:1)
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com a DIF. Este medicamento (popularmente conhecido como “dramin’) é vendido sem
prescricdo médica e ¢ utilizado em combate a nauseas e vOmitos (HALPERT;

OLMSTEAD; BENINGER, 2003).
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Figura 6 — Férmula estrutural da (a) DIF (pKa =8,9) e (b) CTF (pKa=5,1). Fonte:

chemicalize.org

Na literatura foram encontrados apenas dois trabalhos com a determinagdo
simultanea de DIF e CTF, por cromatografia liquida com detec¢do UV (BARBAS et al,
2000) (DOGE; EGER, 2007) e por método eletroquimico empregando analise por injegdo

em batelada com detec¢do amperométrica (FREITAS et al, 2014).

1.9.2 Piridoxina (PIR)

A PIR ou 4,5-bis(hidroximetil)-2-metilpiridin-3-ol ou ainda vitamina B6, Figura 10,
taz parte do grupo das vitaminas B e ¢ fundamental tanto para a saude fisica quanto
mental, pois ela € essencial para a formagdo das células vermelhas do sangue, além de
auxiliar nas principais fun¢des vitais. A PIR € necessaria tanto pelo metabolismo de

proteinas quanto para o bom funcionamento do sistema nervoso e imunolédgico (QU; WU,
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HU, 2004). A PIR ¢ eficaz no controle de nauseas e vOmitos em mulheres gravidas
(HALPERT; OLMSTEAD; BENINGER, 2002).

Na literatura foram encontrados alguns trabalhos que fazem a determinagdo de
piridoxina: por analise espectrofotométrica com injecdo em fluxo em formula¢des
farmacéuticas (ANICETO, C; FATIBELO-FILHO, O. 1999), por determinagdo
voltamétrica (TEIXEIRA et al, 2004), por método espectrofluorimétrico (ESCANDAR,;
BYSTOL; CAMPIGLIA, 2002), por quimioluminescencia em amostras farmacéuticas

(ALWARTHAN; ALY, 1998).
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Figura 7 — Férmula estrutural da PIR (pKa = 5,6 € 9,4). Fonte: chemicalize.org
1.9.3 Nafazolina (NAF)

A NAF de féormula molecular 2-1(1-naftilmetil)-2-imidazolina, Figura 11, ¢ uma
droga simpatométrica, € € encontrada em formulagdes farmacé€uticas de administragdo
nasal e ocular (BUCARETCHI; DRAGOSAVAC; VIEIRA, 2003). Este composto possui
propriedades vasoconstritoras e descongestionantes com atividade sobre os receptores alfa-
adrenérgicos nas arteriolas da conjuntiva induzindo a vasoconstrigdo, isto resulta na
diminui¢do na congestdo conjuntival, ou seja, na dilatacdo dos vasos sanguineos na

conjuntiva causada pela inflamac¢do (HERBERTS et al, 2006).


chemicalize.org

47

O cloridrato de nafazolina age nas mucosas de forma rapida e com duragdo
prolongada na redug@o do inchago e da congestdo, assim ¢ utilizado para os sintomas de
rinite, sinusite € para a descongestao da conjuntiva ocular. O uso excessivo de NAF pode
causar sintomas por intoxicagdo como, sonoléncia, sudorese, hipotensdo ou choque,
bradicardia, depressdo respiratoria, pois seu efeito ndo ocorrera apenas na regido aplicada,
outros vasos podem ser obstruidos, devido a um efeito sistémico (BUCARETCHI,

DRAGOSAVAC; VIEIRA, 2003).
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Figura 8 — Férmula estrutural da NAF (pKa = 10,2 ). Fonte: chemicalize.org

Na literatura sdo encontrados alguns trabalhos que fazem a determinagdo de NAF
em farmacos, como por espectrofotometria (GOICOECHEA; OLIVIERI, 2002), HPLC-
UV (SASA; AL-MOMANI; JALAL, 1990), eletroforese capilar (MARCHESINI et al,
2003), fluorescéncia (CASADO-TERRONES et al, 2005), fosforescéncia (DiAZ et al,

2004), método eletroquimico usando eletrodo impresso (EL-DIEN et al, 2012).

1.9.4 Feniramina (FEN) e Clorfeniramina (CFEN)

A FEN ou N,N-dimetil-3-fenil-3-piridin-2-il-propan-1-amina, Figura 12a, e a
CFEN ou 3-(4-clorofenil)-N,N-dimetil-3-piridin-2-il-propan-1-amina, Figura 12b, sdo anti-

histaminicos classicos que bloqueiam reversivel, seletiva e competitivamente os receptores
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H1, por apresentarem semelhanga estrutural com a histamina. Os dois sdo utilizados em
preparagdes para o tratamento de alergias e infecgOes respiratorias, rinite, erupcdes
cutaneas e prurido (CRIADO et al, 2010).

Os anti-histaminicos sdo classificados segundo o receptor com o qual interagem,
sendo aqueles que atuam preferencialmente no receptor H1, chamados anti-H1. Os anti-H1
estdo entre os farmacos mais prescritos no mundo e, embora apresentem eficacia
semelhante no tratamento de pacientes com rinoconjuntivite alérgica, urticaria € outras
doengas alérgicas, diferem de forma importante quanto a sua estrutura quimica,
farmacologia clinica e potencial de toxicidade (SIMONS, 2002).

A literatura apresenta alguns métodos analiticos para a determinag@o quantitativa de
FEN e CFEN como, espectrofotometria (ONUR, 2000), HPLC (DEWANI et al, 2012), GC
(MARTENS, 1995) e CE (MIKUS; VALASKOVA; HAVRANEK, 2005) e voltametria

ciclica utilizando eletrodo de carbono vitreo modificado com SDS (LAMANI et al, 2011).
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Figura 9 — Formula estrutural da (a) FEN e (b) CFEN (pKa; = 3,6 e pKa; = 9,5). Fonte:

chemicalize.org
1.9.5 Zinco

O sulfato de zinco, mesmo ndo sendo considerado um vasoconstritor, ajuda no
alivio de irritagcdes oculares leves e ¢ considerado como um agente bacteriostatico de

potencial moderado (SHIMAZAKI;, SAKATA; TSUBOTA, 1995). Ele € um adstringente
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oftalmico de agdo moderada que proporciona um efeito calmante e lavagem da superficie
ocular. A sua forma de agdo pode ser considerada como removedora da camada superficial
de muco ocular, promovendo efeito calmante (DOUGHTY, 1997).

O sulfato de zinco ¢ amplamente empregado como componente essencial em
diversas formula¢des oftalmicas, tanto sozinho, como combinado com NAF ou FEN
(MANOURI et al, 1998).

A determinag@o de Zn em solugdes oftalmoldgicas € relatada de varias formas na
literatura, como por espectrofotometria (MANOURI et al, 1998), voltametria de
redissolugdo  (LUTKA; BUKOWSKA, 2009), polarogratia = (WAROWNA-
GRZESKIEWICZ; FIJALEK, 1998) e espectroscopia de absor¢do atémica (MOODY;

TAYLOR, 1972).

1.10 Formulacées farmacéuticas estudadas

Neste trabalho foram estudadas cinco formula¢des farmacéuticas diferentes: (I) DIF
+ CTF + PIR; (I) NAF + DIF; (II[) NAF + FEN; (IV) NAF + CFEN; (V) NAF + Zn.
Normalmente, dois ou mais principios ativos estdo presentes em uma mesma formulagio
devido a existéncia de efeitos aditivos ou sinérgicos. Conceitualmente, um efeito aditivo
refere-se a interag@o entre duas drogas de tal forma que, quando co-administradas, o efeito
resultante aproxima-se ao efeito méaximo ou a soma dos efeitos das duas drogas
administradas individualmente. Sinergismo descreve a interacdo entre duas drogas, tal que,
quando administradas concomitantemente, a eficdcia ou poténcia resultante suporta uma
interagdo maior do que aditivo ou multiplicativo comparado com cada farmaco

administrado individualmente (RAFFA; STONE; TALLARIDA, 2000).
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A DIF tem a capacidade de reduzir a ndusea, e a presenga de CTF (estimulante do
sistema nervoso central) diminui um pouco a sonoléncia induzida pela DIF (HALPERT;
OLMSTEAD; BENINGER, 2002). Além disso, estudos posteriores demonstraram que,
com a adi¢do de piridoxina PIR, que ¢é o terceiro principio ativo, gera uma melhor eficacia
para o controle de nadusea e vomito no inicio da gravidez (ANVISA, 2009; QUINLAN;
HILI, 2003).

Com relagdo as formula¢des com NAF, a eficacia de vasoconstritores e/ou anti-
histaminicos de agdo direta pode ser aumentada quando utilizado em combinagdo com
sulfato de zinco (agdo adstringente) (DOUGHTY, 1997). Na combinagdo com a FEN ou
CFEN, que atua provocando a vasodilatacdo, aumenta-se da permeabilidade vascular
(eritema e edema) e estimula¢do das terminagdes nervosas sensoriais (SIMONS, 2003). As
combinag¢des destes pares resultam em medicamentos que sdo utilizados como solugdo
oftalmologica. Quando associada com a DIF, a acdo da NAF ¢ mais eficaz no alivio de
sintomas de gripe como obstrug¢do nasal, coriza e espirros do que apenas a NAF isolada,
pois além da reducdo da resisténcia a passagem do ar pelas narinas, hd a antagonizagdo do
efeito da histamina pela DIF reduzindo sintomas como o corrimento nasal (ADNAX, Bula
de remédio). A combinagdo destes dois farmacos resulta num medicamento utilizado no
alivio de sintomas de gripe como obstruc¢do nasal, coriza e espirros.

Na literatura foi encontrado apenas um trabalho que demonstra a possibilidade de
determinagdo simultanea de DIF, CTF e PIR. O método ¢ eletroquimico e faz a analise por
injecdo em batelada com deteccdo por amperometria de multiplos pulsos (FREITAS et al,
2015).

A determinacdo simultanea de NAF e FEN ¢ relatada apenas por HPLC (HUANG
et al, 2014) e a determinacgdo simultdnea de NAF e CFEN foi demonstrada por HPLC e por

métodos espectrofotométricos (ALI et al, 2013) (SAYED et al, 2013). A possibilidade de
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determinagdo simultdnea de NAF e Zn foi demonstrada em apenas um trabalho por analise
com inje¢do em batelada (OLIVEIRA et al, 2016). A determinag@o simultdnea de NAF e
DIF juntamente com uma terceira molécula (fenilefrina) foi feita via eletroforese capilar de
zona (CZE) com detec¢do UV-vis (arranjo de diodos) (MARCHESINI et al, 2003). Outro
trabalho demonstra a determinagdo de NAF e DIF por espectroscopia UV-visivel
(SANTONI, 1989).

Contudo, ndo foi encontrado nenhum trabalho na literatura para a determinagdo
simultanea das cinco formula¢des via CE-C'D.

O controle de qualidade de farmacos é de grande importancia para obten¢do de
autenticidade dos produtos introduzidos no mercado ou evitar possiveis adulteracdes e
falsificacdes. A presenga de dois ou mais principios ativos na mesma formulacdo limita o
uso de diversas metodologias de analise disponiveis na literatura ou em Farmacopeias.

Dentro deste contexto, estudos para o desenvolvimento de metodologias que
possibilitem determinagdes simultdneas a um custo menor € com a manutencdo da

qualidade dos resultados sdo de grande importancia.

A obtengdo de sucesso nos objetivos propostos neste trabalho pode permitir que no
futuro a técnica e metodologia sejam consolidadas, e empresas com menor poder aquisitivo
possam implantar estas metodologias de controle de qualidade, pois os custos de aquisi¢ao,
de operagdo e de manutengdo s3o consideravelmente inferiores se comparada, por
exemplo, com a HPLC que ¢ uma técnica de separacdo amplamente utilizada e que hoje ¢ a
técnica recomendada pela Farmacopeia Americana quando se trata da analise de farmacos

que possuem mais de um principio ativo (FAMACOPEIA AMERICANA, 2016).
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2  OBJETIVOS

2.1  Objetivo Geral

Desenvolvimento de métodos rapidos de anélise de farmacos utilizando a CE-C*D. O
foco principal € a obtengdo de métodos com elevada frequéncia analitica, custo reduzido e

baixo consumo de amostras e reagentes.

2.2 Objetivos Especificos

Quantificagdo rapida e simultanea, utilizando a CE-C'D, de:
¢ Difenidramina, piridoxina e 8-cloroteofilina;
e Nafazolina e difenidramina,;
e Nafazolina e feniramina;
e Nafazolina e clorfeniramina;

e Nafazolina e zinco.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Reagentes e amostras

Todos os reagentes foram de grau analitico, sendo utilizados sem purificagdo prévia. A
agua deionizada (18 MQ cm™) foi obtida a partir de um sistema de purificagio denominado
Direct-Q-System (Millipore, Bedford, MA). No Quadro 2 estdo listados todos os reagentes

e empresas dos quais foram adquiridos.

Quadro 2 - Relagdo de reagentes e empresas onde foram adquiridos.

Reagentes Empresas
8-cloroteofilina (CTF) Alfa Aesar (Ward Hill, USA)
Acetonitrila Merck (Darmstadt, Germany)

Acido 2-(morfolin-4-il)etano-1-sulfonico (MES) | Vetec (Duque de Caxias, RJ, Brasil)
Acido 3,4-dimetoxicinamico (DMX) Sigma-Aldrich (St. Louis, United States)
Acido Bérico Sigma-Aldrich (St. Louis, United States)
Acido fosforico Merck (Darmstadt, Germany)
Clorfeniramina (CFEN) Sigma-Aldrich (St. Louis, United States)
Difenidramina (DIF) Sigma-Aldrich (St. Louis, United States)
Dimenidrinato (DM) Sigma-Aldrich (St. Louis, United States)
Etanol Quimica Moderna (Barueri, Brasil)
Feniramina (FEN) Sigma-Aldrich (St. Louis, United States)
Hidrocloridrato de nafazolina (NAF) Sigma-Aldrich (St. Louis, United States)
Hidroxido de sodio (NaOH) Dinamica (Diadema, Brasil)

Histidina (HIS) Vetec (Duque de Caxias, RJ, Brasil)
Metanol Synth (Diadema — Brazil)

Piridoxina (vitamina B6) (PIR) Sigma-Aldrich (St. Louis, United States)
Trietanolamina (TEA) Sigma-Aldrich (St. Louis, United States)
Zinco metalico (Zn) Synth (Diadema — Brazil)
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Todos os reagentes utilizados apresentavam grau de pureza (P. A) superiores a 98%,

com excessdao do acido fosforico que possui P. A de 85%.

Todos os padrdes e amostras (liquidas) foram preparados apenas por dilui¢do em agua
deionizada até a concentracdo desejada. Apenas na preparacio da solugdo de dimenidrinato
(sal de CTF + DIF), a adig¢@o de 20% de etanol era necessaria para completa dissolugdo do
sal. Além disso, todas as solugdes amostra e padrdo foram mantidos sob ultra-som durante
10 min para completa solubilizagdo, além disso, as amostras foram filtradas antes de

inseridas no equipamento.

As recuperagdes dos trés métodos foram calculados utilizando a seguinte equagio:

% de recuperagio = | Cfina—Camostra | / Cadicionada X 100

onde: Cspna: Concentrag@o analisada na amostra apds a adi¢do; Camostra: Concentragio

original da amostra; Cadicionada: Concentrag@o adicionada.

3.2 Instrumentacao

Todos os eletroferogramas foram obtidos utilizando um equipamento de CE
construido no laboratério do Prof. Caludimir Lucio do Lago, no Departamento de Quimica
Fundamental do Instituto de Quimica da USP. O equipamento possui dois detectores
condutométricos compactos sem contato acoplados capacitivamente (CE-C'D) (DA
SILVA; DO LAGO, 1998; FRANCISCO,; DO LAGO, 2009). O equipamento de CE usado
neste trabalho possui dois destes detectores como pode ser visualizado na Fig. 10 (a) e

também um esquema do modo de inje¢do utilizada nos trabalhos na Fig. 10 (b).
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Figura 10 — (a) Imagem do equipamento usado no laboratorio; (b) Esquema do sistema e

modo de inje¢do usado nesse trabalho.

As inje¢Oes foram feitas no lado direito do equipamento. Os detectores estdo
posicionados ao longo do capilar a 10 cm de cada extremidade. O capilar de silica fundida
utilizado em todos os experimentos tinha em torno de 40 ou 50 cm de comprimento total,
50 um de didmetro interno e de 375 um de diametro externo (Agilent, Folsom, CA, EUA).
Desta forma, no primeiro detector, o comprimento efetivo do capilar era de 10 cm e no
segundo de 30 ou 40 cm. Antes das analises, o capilar foi pré-condicionado por lavagem
com NaOH 0,1 mol L™ durante 15 minutos, em seguida com 4gua deionizada durante 10
minutos e, finalmente, com o BGE a ser utilizado nos experimentos durante 10 minutos.
As amostras foram injetadas hidrodinamicamente (com pressdo constante de 25 kPa) por
1,5 s na determinag@o de DIF, PIR e CTF; por 1,0 s na determinagdo de NAF e Zn e por
1,25 s na determinagdo de NAF e DIF, NAF e FEN e NAF ¢ CFEN. Todos os ensaios
foram realizados com a aplicacdo de uma diferenca de potencial de +25 kV (lado da
injecdo).

Nas analises por HPLC para a determinagdo de DIF, PIR e CTF foi utilizado um

equipamento Shimadzu LC-10 VP com um detector UV-Vis (SPD-10AV), uma coluna LC
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(Lichrospher 100 A8 RP18- C18, 250 mm x 4.6 mm, 5 um), um desgaseificador (DGU-
20A5), um injetor manual (20 pL) e uma bomba (LC-10AD-VP). A fase movel consistiu
na mistura de (78:22, v/v) de acetonitrila e uma solugio aquosa de H;PO4 (0,01 mol L™) (o

pH foi ajustado para 2,8 com trietilamina). O comprimento de onda usado foi de 229 nm.

O vazio era de 1,0 mL min" (DOGE; EGER, 2007).

Na determinag@o da NAF por HPLC, foi utilizado o equipamento Shimadzu LC-10
VP equipado com um detector UV-VIS (SPD-10AV), coluna cromatografica com fase
estacionaria C18 (Phenomenex 110A° Gemini-C18, 250 mm x 4.6 mm, 5 um), uma bomba
de duplo pistdo LC-10AD-VP e injetor manual com al¢a de amostragem de 20 uL. A fase
movel foi composta por tampao fosfato 10 mmol L™ (pH 2,8, corrigido com trietilamina) e
metanol, na propor¢do 68:32 (v/v). O comprimento de onda fixado para detec¢do foi 280
nm e o fluxo da fase moével empregado foi de 1,0 mL min™, de acordo com o trabalho de

(HUANG et al., 2014).

Os resultados obtidos na determinagdo de Zn por CE foram comparados aos obtidos
por absor¢do atémica por chama (FAAS). Neste procedimento foi usado um equipamento
modelo Varian® SpectrAA 220 (Victoria, Australia), cujas condigdes operacionais
utilizadas foram: Linha analitica utilizada de 213,9 nm; largura da fenda de 0,7 nm;
corrente da lampada de 10 mA; largura do queimador de 10 cm; vazdo do fluxo de

acetileno de 1,25 L min'e vazio do fluxo de ar de 5,25 L min™ (MANOURI et al., 1998).

As amostras contendo NAF + DIF, NAF + FEN e NAF + CFEN também foram
analisadas por HPLC. Este sistema possui uma coluna de 15 ¢cm (Phenomenex), vazio de
1,0 mLmin™, volume de 20 uL injetado e o detector de arranjo de diddos (LC-10AD-VP).
A fase mével foi adaptada de (BARBAS, 2000) (HUANG et al., 2014) onde era composta
por tampao fosfato e metanol (45:55 v/v) com pH ajustado para 7,0 com trietilamina. Para

a detecc¢do de cada espécie definiu-se os melhores comprimentos de onda, em relagdo a
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DIF o comprimento de onda com maxima absor¢@o foi de 210 nm, NAF 281 nm e para

FEN e CFEN 262 nm.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Determinacao simultinea de DIF, PIR e CTF.

De acordo com os dados obtidos na literatura (SWAIN, 2012), os valores de pKa dos

analitos estudados s@o os seguintes: DIF = 8,9, PIR = 5,6 € 9,4, e CTF = 5,1 (Fig. 11).
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Figura 11 — Estruturas e valores de pKa da difenidramina (DIF), piridoxina (PIR) e 8-
cloroteofilina (CTF) (SWAIN, 2012)e as curvas da relagdo de carga versus pH (e; DIF),

(m; PIR) e (A; CTF) (GUTZ, 2012).

Estes valores indicam que os trés compostos podem existir nas suas formas i0nicas
em solugdes aquosas e, portanto, podem ser separados por eletroforese capilar de zona
(CZE). A DIF apresenta um carater basico fraco e existe na forma catidnica em solugdes
com pH inferior a 10,9. Ja a CTF apresenta um carater de acido fraco e existe na forma
anidnica em solugdes com pH superior a 3,0. Por outro lado, a PIR ¢ uma molécula
anfotera (pl = 7,5) e pode existir tanto na sua forma catidnica (pH < 7,5) quanto na sua
forma anidnica (pH > 7.5). Além disso, duas espécies agindo de forma simultdnea devem

ser consideradas na separagdo eletroforética usando BGEs com pH proximo dos valores de
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pKa: a molécula do acido ou da base ndo-ionizados (com mobilidade zero) e a sua base
conjugada (anion) ou o acido conjugado (cation), respectivamente. Ambas as espécies,
devido ao rapido equilibrio acido-base, migram no campo elétrico como um unico soluto,
de acordo com a sua mobilidade efetiva. A fim de conseguir a separacdo de todos os
analitos simultaneamente, uma condi¢do que permitisse a separa¢do simultanea de cétions

e dos anions por CZE foi avaliada.

Uma analise das curvas de carga versus pH (Fig. 11) permite uma avaliagdo
preliminar das faixas de pH onde a separag@o ndo ¢ possivel por CZE. A CTF quando em
pH < 4, a DIF em um pH > 10, e a PIR no intervalo de pH entre 6,5 - 8,2 ndo estdo
ionizadas, ou seja, estdo com mobilidade zero, ou entdo muito pouco ionizadas. Apenas em
duas faixas de pH, a separag@o pode ser possivel (4,5 - 6,4 ou 8,3 - 9,9). Na primeira faixa
de pH citada (4,5 — 6,4), a analise seria mais lenta devido aos grupos silandis, presentes na

parede do capilar de silica fundida estarem pouco ionizados (EOF com baixa mobilidade).

Desta forma, a estratégia adotada neste trabalho para a determinagdo rapida e
simultanea dos trés compostos por CZE foi o uso de EOF normal com alta mobilidade (pH
> 17,5, quase 100% dos grupos silandis ionizados). Nesta condigdo, cations irdo migrar
rapidamente em direcdo do detector (EOF normal + mobilidade eletroforética) e anions
com mobilidade eletroforética reduzida serdo levados até o detector pelo EOF (mobilidade
do EOF >> mobilidade eletroforética). Nesta condigo, os cations (DIF) serdo detectados
antes do EOF e os anions (PIR e CTF) detectados imediatamente apds o pico do EOF

(4gua + moléculas neutras, C*'D).

Inicialmente foi feito um estudo da faixa de pH utilizando o BGE composto por 10

mmol L™ de trietanolamina (TEA) com o pH ajustado com acido oxalico (OXA), Fig. 12.
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Figura 12 - Efeito da variagdo de pH na separagdo de DIF, CTF e PIR por CZE.
Concentragdes dos analitos: 600 pmol L' de DIF ¢ CTF e 300 pmol L' de PIR.
BGE:10mmol L™ de TEA com pH ajustado com OXA; Injegdo hidrodindmica: 25 kPa por
0,5 s; Potencial de separagdo: +25 kV (lado da injecdo); Comprimento total e efetivo do

capilar: 40 e 10 cm, respectivamente; EOF: normal.

A separacdo dos trés compostos foi possivel em um pH = 9,5. Os eletroferogramas
mostram que o pico da DIF se aproxima do sinal do EOF com o aumento do pH do BGE
(8,0 a 9,5), pois as moléculas na sua forma protonada (cations) sdo convertidos na sua
forma neutra. Por outro lado, o pico da PIR s6 foi detectado a um pH > 9,5. Para valores de
pH < 9.5, a mobilidade da PIR ndo ¢ suficiente para a separagdo do EOF por CZE
(presenga de percentual pequeno de espécies carregadas). A molécula de CTF pode ser
detectada em toda a gama de pH estudada (8,0 - 9,5), porque existe em sua forma anidnica

nesta faixa de pH (pKa = 5,1).

Posteriormente, os efeitos de diferentes composi¢cdes de BGE’s sobre a eficiéncia

de separagio das trés moléculas (Fig. 13) foram estudados com: 10 mmol L' de
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trietanolamina (TEA) com o pH ajustado em 9,5 com os seguintes reagentes: (A) B-
alanina; (B) acido oxalico (OXA); (C) CHES; (D) acido Acético (HAc); (E) Acido

Cloridrico (HCI); (F) Acido 3,4-dimetoxinamico (DMX) e (G) Acido fosforico (HFos).
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Figura 13 - Efeito da varia¢io da composi¢io do BGE na separacdo de DIF, CTF e PIR
por CZE. Concentragdes dos analitos: 600 pmol L™ de DIF e CTF e 300 pmol L™ de PIR.
BGE:10mmol L' de TEA com pH ajustado em 9,5 com: (a) P-alanina; (b) OXA; (c)
CHES; (d) HAc; (e) HCI; (f) DMX e (g) HFos. Injecdo hidrodinamica: 25 kPa por 0,5 s;
Potencial de separagdo: +25 kV (lado da inje¢do); Comprimento total e efetivo do capilar:

40 e 10 cm, respectivamente, EOF: normal.

Observa-se que os BGE’s compostos por TEA e OXA ou HAc ou HCI apresentaram
as melhores separagdes entre os analitos em estudo, inclusive com comportamentos

semelhantes.

Com os resultados obtidos, a principio, favoraveis para as trés diferentes

composi¢des de BGE ja citadas (Fig. 12) optou-se pela realiza¢do de alguns estudos com
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os trés BGE’s compostos por TEA + OXA, TEA + HAc e TEA + HCI, a fim de definir o

que apresentasse as melhores condig¢les e resultados para a determinac¢do simultdnea de

DIF, PIR e CTF. Parametros como: faixa linear de resposta, repetibilidade, limites de

detecgdo, resolugdo e tempo de migragdo foram estudados. Todos estes resultados estdo

apresentados na tabela abaixo.

Tabela 1 — Caracteristicas analiticas estudadas para trés diferentes composi¢des de BGE’s

na determinac¢do simultanea de DIF, PIR e CTF.

T
R
FL
LD

TEA + OXA TEA + HAc TEA + HCI
DIF PIR CTF DIF PIR CTF DIF PIR CTF
23 324 40.7 22.8 30.0 38.4 25.0 32,5 39.7
0.963 0,849 0,984 0.989 0.999 0,991 0.985 0.993 0.984
150-1400  75-700  150-1400 | 100-1400  50-700  100-1400 | 150-1400  75-700  150-1400
+4 48 51 33 18 34 49 18 19
1.9 3.2 5.2 1.8 29 5.6 25 4.1 5.5

Tp= Tempo de migragio (s); R = Coeficiente de correlagiio; FL= Faixa linear (umol L™); LD= Limite de detecgfio (umol L™); r = Resolugo.

Como pode ser observado na Tab. 1, os trés BGE’s apresentaram desempenhos

similares em relagdo ao tempo de migragdo, faixa linear, limite de detec¢do e resolugao.

No entanto, com o BGE composto por TEA e HAc, melhores coeficientes de correlagdo

foram obtidos para a DIF, PIR e CTF. Desta forma, o BGE com TEA + HAc foi utilizado

na analise de uma formulag@o farmacéutica (Fig. 14) que continha DIF, PIR e CTF

simultaneamente.
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Figura 14 — Eletroferogramas de uma solu¢do padrdo e amostra de DIF, CTF e PIR.
Concentragdes dos analitos: 600 pmol L™ de DIF e CTF ¢ 300 umol L™ de PIR. BGE:10
mmol L' de TEA com pH = 9,5 ajustado com HAc ; Injecdo hidrodinamica: 25 kPa por

0,5 s; Potencial de separagdo: +25 kV (lado da inje¢do); Comprimento total e efetivo do

capilar: 40 e 10 cm, respectivamente; EOF: normal.

Diferentemente do resultado obtido com a solugdo padrdo, a amostra ndo
apresentou um resultado satisfatéorio com o BGE utilizado. Observa-se que na solugdo
amostra os picos de DIF e CTF ndo estdo bem definidos e o pico da PIR nem foi detectado.
Desta forma, a fim de resolver este problema, os estudos com outros BGE’s foram

retomados.

Segunda Etapa: Estudo de um novo BGE.

Outro BGE, que vinha sendo testado em outros trabalhos com EC no grupo de
pesquisa foi utilizado para este estudo, e inicialmente apresentou resultados bastante

atrativos. Diferente dos estudos iniciais, em que foram feitas uma série de otimiza¢des com
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os padrdes de DIF, PIR e CTF e s6 nos testes finais com a amostra, nesta segunda etapa os
estudos foram feitos comparando-se o comportamento do BGE com ambas as solugdes
(padrdo e amostra), para evitar que o mesmo problema ocorresse novamente. O BGE
composto por 10 mmol L™ de 4cido borico ajustado com NaOH foi utilizado para um

estudo inicial da variagdo do pH na amostra (Fig. 15A) e no padréo (Fig. 15B).
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Sinal Analitico U.A

Figura 15 — Estudo do efeito do pH na analise dos padrdes e amostras de DIF, CTF e PIR.
Concentracdes dos analitos: 800 umol L' de DIF e CTF e 400 pmol L' de PIR. BGE: 10
mmol L™ de acido bérico com pH ajustado com NaOH. Tnjecdo hidrodindmica: 25 kPa por
0,5 s; Potencial de separagdo: +25 kV (lado da injecdo); Comprimento total e efetivo do

capilar: 40 e 10 cm, respectivamente; EOF: normal.

O estudo ndo apresentou bons resultados para a amostra em nenhuma faixa de pH
estudada no primeiro detector, j& que o pico de DIF ndo separou do EOF, além de
apresentar baixa sensibilidade e resolucdo entre os picos da PIR e CTF. Acredita-se que
este comportamento distinto apresentado na Fig. 15 para padrdo e amostra ¢ devido aos
excipientes contidos na amostra, que influenciam na migragdo das moléculas analisadas e

interfere na separagao.
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Tendo como base a solugdo padrdo de DIF, PIR e CTF, o estudo (Fig. 15B)
mostrou que o pH = 9,0 foi o que apresentou os melhores resultados na separagdo dos
compostos e por isso este pH foi selecionado para dar seguimento com 0s proximos
estudos de otimizagdo do BGE, para uma melhor quantificagdo no padrdo e amostra.

Diferente do primeiro detector que ndo apresentou resultados satisfatorios para a
amostra, o segundo detector nos mostrou resultados promissores, ja que 0s picos
apresentaram melhores resolugdes, como pode ser observado na Fig. 16, onde foi analisada
duas composi¢des diferentes (10 e 20 mmol L™ de 4cido boérico) para o BGE composto por

acido boérico e NaOH.
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Figura 16 — Eletroferogramas de uma solugdo padrdo e amostra de DIF, CTF e PIR.
Concentragdes dos analitos: 800 pmol L™ de DIF e CTF e 400 umol L' de PIR. BGE’s:
(A) 10 mmol L™ de 4cido bérico com pH = 9,0 ajustado com NaOH e (B) 20 mmol L™ de
acido boérico com pH = 9,0 ajustado com NaOH. Inje¢do hidrodindmica: 25 kPa por 1,0 s;
Potencial de separagdo: +25 kV (lado da inje¢do), Comprimento total e efetivo do capilar:

40 e 30 cm, respectivamente, EOF: normal.

Em (A), onde foi utilizado o BGE composto por 10 mmol L™ de 4cido borico +
NaOH (pH = 9,0), as areas dos picos da amostra ndo sdo compativeis com as areas dos

picos do padrdo. Ja o BGE (B) composto por 20 mmol L™ de acido bérico + NaOH (pH =
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9,0) apresentou valores das areas dos picos similares para o padrdo e amostra. Por isso, 20

-1 . - ;. ;. . L1 .
mmol L™ foi a concentragdo de acido borico selecionada para as analises posteriores.

E possivel observar no estudo de variagio do pH que o tempo de migragdo do pico
da PIR ¢ relativamente constante (Fig. 15B). Este resultado ¢ diferente do obtido no estudo
de pH para o BGE utilizado na primeira etapa (Fig. 12) onde o pico da PIR se afasta do
EOF com o aumento do pH do BGE. Segundo o equilibrio da PIR em meio aquoso, o
fendmeno observado na Fig. 12 era esperado, ja que a carga liquida negativa do equilibrio
vai aumentando nesta regido de pH em fung¢do da desprotonagdo do grupo OH da molécula

(pKa=94).

Provavelmente, o0 mesmo comportamento ndo ocorreu no BGE que tem na sua
composi¢do acido borico, devido a formag¢do de um complexo entre o acido e a PIR. De
acordo com a literatura (BESSLER, K. E. ef a/, 2010, SCUDIL J. V., BASTEDO, W. A,
WEBB, T. J, 1940), o complexo ¢ formado, de preferéncia, através da combinagdo de duas
moléculas de PIR e uma molécula de acido borico (2:1). No entanto, a existéncia do
complexo na propor¢do de 1:1, também foi sugerida no presente trabalho, j4 que a
concentracdo de PIR presente esta na ordem de umol L™ e a concentragio de 4cido borico
(BGE) ¢ de 20 mmol L. Portanto, acredita-se que o complexo na propor¢do de 1:1 tende a
ser formado. O Esquema 1 apresenta o equilibrio acido-base do complexo formado entre o

acido boérico e a PIR.

H
+ N CH.
N CH. 3
’ Y 3 T
- —— / +
b C\) —— Cl) + H
. : HO g—OH
HO g /BFHOH o\
07\ OH
OH

Esquema 1 — Equilibrio acido-base do complexo PIR-acido borico (pKa ~ 5,5).
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As propriedades quimicas do complexo de PIR-acido borico (1:1) foram acessadas
por calculos usando o site chemicalize.org. (SWAIN, M. 2012). O valor de pKa foi
estimado em cerca de 5,5. Este valor indica que o complexo de PIR-acido borico esta
completamente em sua forma anidnica no intervalo de pH utilizado nos estudos da Fig. 15.
Esse resultado explica o pequeno deslocamento do pico de PIR no estudo da variagdo do

pH.

Portanto, o0 BGE composto por 20 mmol L™ de acido boérico com 25 mmol L™ de
NaOH (pH = 9,0) foi selecionado nos estudos subsequentes. Vale ressaltar que, a utilizagdo
de um BGE com é&cido borico em sua composi¢do ira conferir uma maior robustez e
reprodutibilidade ao método de controle de qualidade proposto, uma vez que a mobilidade
eletroforética do complexo PIR-acido bérico permanecera constante, mesmo com pequenas

altera¢des no pH do BGE.

Em seguida foi feito o estudo para definicdo do melhor tempo de injecao (Fig. 17).
Em tempos de injecdo maiores tem-se uma maior area dos picos, uma vez que uma maior
quantidade de analito ¢ injetada no capilar. Elevados tempos de injecdo sdo indesejados
quando a resolugdo ¢ afetada negativamente. Como observado na Fig. 17, um maior tempo
de inje¢do proporcionou maiores areas dos picos sem perder resolucdo, e por isso 0 tempo

de 1,5 s foi selecionado.


chemicalize.org
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Figura 17 — Estudo do tempo de inje¢o utilizando uma solugido padrao de DIF, CTF e
PIR. Concentra¢des dos analitos: 800 pmol L™ de DIF e CTF e 400 umol L™ de PIR. BGE:
20 mmol L™ de 4cido borico + 25 mmol L'1 de NaOH, pH = 9.0. Injecdo hidrodinamica:
25 kPa variando de 0,25 — 1,5 s; Potencial de separacdo: +25 kV (lado da injecdo);

Comprimento total e efetivo do capilar: 40 e 30 cm, respectivamente; EOF: normal.

Apds a avaliagdo das melhores condigdes dos pardmetros procedeu-se com o
estudo de repetibilidade para checar a estabilidade do sistema. O desempenho do sistema ¢
mostrado na Fig. 18 com o primeiro, quinto e décimo eletroferogramas obtidos a partir da
injecdo de uma solugdo padrdo contendo DIF, PIR e CTF. Os resultados estatisticos

calculados a partir dos eletroferogramas estdo apresentados na Tabela 2.
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Figura 18 — Estudo da repetibilidade com dez inje¢des sucessivas utilizando uma solugio
padrio de DIF, CTF e PIR. Concentra¢des dos analitos: 800 pmol L™ de DIF e CTF e 400
umol L' de PIR. BGE: 20 mmol L™ de 4cido bérico + 25 mmol L-1 de NaOH, pH = 9,0.
Inje¢do hidrodinadmica: 25 kPa por 1,5 s; Potencial de separac¢do: +25 kV (lado da injecéo);

Comprimento total e efetivo do capilar: 40 e 30 cm, respectivamente; EOF: normal.

Este estudo mostrou que o método proposto apresenta boa estabilidade, com
desvios padrdes relativos inferiores a 1,4 ¢ 0,4% em relagdo a area e tempo de migragdo,
respectivamente (Tabela 2). Isto mostra que ndo ha necessidade da renovac¢do do BGE no
capilar ao longo de dez analises sucessivas (flush). Foi realizado também o estudo da
repetibilidade inter-dias, onde foi feita a inje¢do de um padrdo em trés dias diferentes, o
qual apresentou desvios padrdo relativo inferiores a 12,4% em relagdo a area dos picos.
Este resultado indica a necessidade da calibragdo diaria para a produc¢do de melhores

resultados.
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Posteriormente foi testada a linearidade do método com os analitos em estudo, o

mesmo € apresentado na Fig. 19.
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Figura 19 — Eletroferogramas obtidos a partir da injecdo de solugdes padrdo de DIF, CTF
e PIR e suas respectivas curvas analiticas. Concentracdes crescentes dos analitos: (a — i:
100 — 1200 umol L") de DIF ¢ CTF e (a — i: 50 — 600 pmol L") de PIR. BGE: 20 mmol L°
! de acido borico + 25 mmol L'1 de NaOH, pH = 9,0. Injecdo hidrodindmica: 25 kPa
variando de 0,25 — 1,5 s; Potencial de separa¢do: +25 kV (lado da inje¢do); Comprimento

total e efetivo do capilar: 40 e 30 cm, respectivamente; EOF: normal.

Como pode ser visualizado na Fig. 19, até mesmo em elevadas concentracdes
tem-se resolugdo e relagdo linear entre concentragdo e sinal do detector para todos os

analitos estudados. Uma faixa menos ampla de concentragao (a — g) foi selecionada para se
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construir as curvas de calibracdo, as quais apresentaram coeficientes de correlagdo iguais a

0,999.

A Tabela 2 apresenta todas as caracteristicas analiticas do método. Dentre estas
caracteristicas estdo o LOD e LOQ que foram calculados de forma empirica, por apresentar
resultados mais realistas. O mais comum para calcular o limite de detec¢do sdo os céalculos
bem conhecidos na literatura com base na formula 3 Sp/b, em que o Sg € o desvio padrao
do valor da média de dez medidas do branco e b € a inclinagdo da curva de calibragdo. Para
a determinacdo dos valores de LOD foram feitas inje¢des dos analitos (DIF, PIR e CTF) no
equipamento, utilizando concentragdes cada vez mais baixas (dilui¢do progressiva), até que
ndo houvesse diferenca do pico do analito com o ruido de fundo. (ARMBRUSTER, D A,

TILLMAN, M. D, HUBBS, L. M. 1994) (LAWSON, G.M. 1994).

Tabela 2 — Caracteristicas analiticas do método proposto.

Caracteristicas DIF PIR CTF

Tempo de migragdo (s)  91,8+0,2 152,4+0,3 168,0+0,4
Resolugio® 3,4840,28 8,71£0,36 2,45+0,26
Coeficiente de correlacgdo 0,999 0,999 0,999

Faixa Linear (umol L)~ 100-1200  50-600  100-1200

LOD (umol L™) 0,6 1,3 1,3
LOQ (umol L) 2,1 4,2 4,2
Frequéncia analitica (h™) 21 21 21
Intra-dias DPR (n = 10) 1,0% 0,6% 1,4%
Inter-dias DPR (n = 3) 2.0% 12,4% 11,4%

*Resolugdo entre o pico correspondente e o anterior.
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As curvas de calibragdo apresentadas na Fig. 19 foram usadas para avaliar a
exatiddo do método CE-C*D proposto mediante estudos de adi¢io e recuperaco para duas
amostras (Al e A2), além da comparag@o dos resultados obtidos na determinagdo de DIF,
PIR e CTF por CE-C'D aos obtidos por HPLC (Tabela 3). Os estudos de adi¢io e
recuperagdo apresentaram excelentes resultados com recuperagdes entre 98 e 100% para

todos os analitos, indicando a auséncia de efeitos de matriz nas amostras.

Tabela 3 — Comparacdo dos resultados obtidos na determinagdo simultanea de DIF, PIR e

CTF via CE-C*D versus os obtidos por HPLC.

Amostra Bula HPLC CE Erro %
(mg.mL™) (mg.mL™) (mg.mL™) E, E,
DIF 13,53 12,83 £0,03 12,74 £0,23 -5,83 -0,70
Al PIR 4,13 417+0,13 3,99 £ 0,09 -3,50 -4,31
CTF 11,47 10,90 £ 0,34 10,70 £0,19 -6,70 - 1,83
DIF 13,53 12,42 £ 0,26 12,92 £0,25 -4,50 +4,02
A2 PIR 4,13 4,12 £ 0,30 3,93 +£0,04 -4,77 -4,61
CTF 11,47 10,68 £ 0,41 10,70 £0,21 -6,70 +0,19

E,: Diferenca entre CE-C'D proposto e o valor que consta na bula; E,: Diferenca entre CE-C'D proposto ¢ o
método de referéncia.

Todos os resultados obtidos por CE-C*D estio de acordo com os obtidos por
HPLC no nivel de confianca de 95%, onde os valores de t calculados (test t-Student
pareado) foram menores do que o valor critico teorico (2,40; N = 3), o que indica que ndo
existem diferencas estatisticamente significativas entre os resultados. O método de CE
proposto apresentou caracteristicas analiticas adequadas para a determinag¢io simultanea de
DIF, PIR e CTF, como, baixos tempos de analise e reduzida geracdo de residuos devido o
menor consumo de amostras e reagentes em compara¢do com o método de HPLC descrito

anteriormente (DOGE; EGER, 2007).
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4.1.1 Conclusdes parciais

Esta parte do trabalho de mestrado propés um novo, simples e rapido (21 inje¢des
h™ ') método utilizando a CE-C*D para determinacio simultinea de DIF, PIR e CTF em
amostras farmacéuticas. A formag¢do de um complexo entre PIR (analito) e acido borico
(BGE) resultou em um método menos dependente da capacidade de tamponamento do
BGE (maior robustez). Além disso, o método apresentou exatiddo, seletividade, exatiddo,
uma etapa simples de preparagdo da amostra (apenas diluicdo) e geragdo minima de

residuos por analise.
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4.2 Determinacao simultinea de NAF e Zn.

De acordo com os dados obtidos na literatura (SWAIN, 2012), a NAF ¢ uma base
fraca com pKa igual a 10,2 e, portanto, predominantemente na forma catiénica em
solugdes aquosas com pH < 12, Fig. 20. O zinco em solu¢do aquosa também esta na forma
catidnica (Zn®"), porém sabe-se que em solugdes com um pH mais elevado (> 7), a
concentracio de Zn’" livre ¢ reduzida, pois, nestas condicdes a concentra¢io do cation
bivalente diminui com o aumento do pH, devido a formagio de Zn(OH)', Zn(OH)y),
Zn(OH); e Zn(OH),>". A precipitagio do Zn(OH)y() € observado em pH’s acima de 8,0, o
qual torna-se inadequado para a separagdo por CE. Por isso, € necessario trabalhar com um
BGE que possua um pH < 7, ja que nesta condi¢do o Zn estard presente na forma idnica

(Zn*"), assim como a NAF estara 100% protonada.

Figura 20 - Curva da relagdo de carga versus pH da molécula de NAF. (SWAIN, 2012).
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Conforme descrito na literatura (de CARVALHO et al, 2009; LOPES; COELHO;
GUTZ, 2011; LOPES; JUNIOR; GUTZ, 2010), a determinagdo de Zn pode ser realizada
por CE utilizando um BGE composto por concentragdo equimolar de MES e HIS (pH =
6,0) na presenca de 5 % (v/v) de metanol. Segundo os autores, a presenga de metanol no
BGE serve para melhorar a resolugdo dos sinais no eletroferograma. Nestes trabalhos
citados no paragrafo anterior, o Zn ¢ determinado com tempo de migra¢do superior a seis

minutos.

Neste BGE (MES/HIS pH= 6,0), o zinco complexa com a molécula de HIS
(através dos anéis de imidazol) formando espécies catidnicas Zn-(HIS), (SHENG-LI et al,
2002) (RICHARD et al, 2000). Simulagdes realizadas utilizando software Peakmaster®
(JAROS; et al, 2004) revelou que os picos de sodio e zinco sdo muito proximos, desta
forma, a formac¢do do complexo reduz a mobilidade do zinco e aumenta a sua resolugdo

com relag@o ao pico do sodio.

Tendo como ponto de partida os trabalhos ja citados, e também como pratica
comum o uso de um BGE que possua um contra-ion com baixa mobilidade (MES/HIS),
para evitar o aumento da temperatura (consequente aumento do ruido do detector),
diferentes concentracdes de MES e HIS (10, 20 e 30 mmol L) foram testadas com e sem a
adi¢io de metanol. O BGE composto de 20 mmol L™ de MES e HIS sem adi¢io de
metanol (pH = 6,1) mostrou os melhores resultados (estabilidade, resolucdo, velocidade de
analise) na determinag@o simultdnea de NAF e Zn, como mostra a Fig. 21. Os testes com
adigdo de metanol na composicdo do BGE ndo apresentaram nenhuma diferenga no
desempenho do mesmo na determinac¢do dessas duas moléculas, por isso optou-se por nao

utiliza-lo, ja que o metanol € toxico tanto para o analista quanto para o meio ambiente.
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Figura 21 — Estudo da composi¢do do BGE utilizando uma solug¢do padrdo de NAF e Zn.
Concentragdes dos analitos: 300 pumol L™ de NAF e 930 pumol L™ de Zn. BGE’s: 10, 20 e
30 mmol L™ de MES/HIS em iguais propor¢des para um pH = 6, 1. Injecdo hidrodindmica:
25 kPa por 1,5 s; Potencial de separagdo: +25 kV (lado da inje¢do); Comprimento total e

efetivo do capilar: 50 e 13 cm, respectivamente; EOF: normal.

Como ja era esperado, um aumento na concentragdo do BGE acarreta em um
aumento no tempo de andlise, ja que a velocidade maior para o EOF do BGE de menor
concentragdo € atribuida ao fato de que, o aumento da for¢a idnica ocasiona uma
compressdo da dupla camada elétrica, diminuindo a magnitude do EOF. Porém, além de
um menor tempo de analise, devem-se levar em consideragdo outros parametros, como, por
exemplo, uma melhor definicdo e maiores areas para Os picos, pardmetros esses que
levaram a escolha do BGE composto por 20 mmol L™ de MES/HIS, que ser utilizado nos

proximos estudos.



77

Em seguida foi feito o estudo para defini¢do do melhor tempo de injecdo. No
intervalo de 0,75 a 2,0 (Fig. 22), o tempo de inje¢do intermediario de 1 s foi selecionado

para as analises posteriores, pois apresentou maiores areas para todos os picos.
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Figura 22 — Estudo do tempo de inje¢do de uma solu¢do padrio de NAF e Zn.
Concentragdes dos analitos: 300 pmol L™ de NAF e 930 umol L™ de Zn. BGE: 20 mmol
L' de MES/HIS em iguais propor¢des para um pH = 6,1. Tnjecdo hidrodindmica: 25 kPa
variando de 0,75 — 2,0 s; Potencial de separa¢do: +25 kV (lado da inje¢do); Comprimento

total e efetivo do capilar: 50 e 10+2 cm, respectivamente; EOF: normal.

Os estudos de repetibiliade intra-dia e inter-dias foram feitos para testar a
estabilidade do sistema. Na Fig. 23 estdo apresentados os eletroferogramas do estudo intra-
dias, onde foram feitas dez inje¢des sucessivas de uma solugio padrdo, o qual apresentou
um DPR < 2%. No estudo inter-dias foram feitas inje¢cdes da solug¢do padrdo em trés dias
distintos, e os valores de DPR foram menores que 5,5%, isto significa que o método possui

elevada estabilidade mesmo em dias distintos.
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Desta forma, existe a possibilidade do analista optar por fazer ou ndo a calibragdo
diaria do método proposto. Vale ressaltar que, os desvios do teste intra-dias sio menores
que do teste inter-dias e a calibragdo diaria seria mais indicada quando houver a

necessidade de uma maior exatiddo dos resultados.
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Figura 23 — Estudo de repetibilidade com dez inje¢des sucessivas de uma solugido padrdo
de NAF e Zn. Concentragdes dos analitos: 300 pmol L™ de NAF e 930 umol L™ de Zn.
BGE: 20 mmol L' de MES/HIS em iguais propor¢des para um pH = 6,1. Injecdo
hidrodinamica: 25 kPa por 1,0 s; Potencial de separacdo: +25 kV (lado da injecdo);

Comprimento total e efetivo do capilar: 50 e 10+£2 cm, respectivamente; EOF: normal.

Para avaliar a faixa linear de resposta do método foram feitas injecdes de
concentragdes crescentes com padroes contendo NAF e Zn (Fig. 24), onde as
concentragdes utilizadas na construgdo das curvas de calibragdo levaram em conta a

propor¢do encontrada em amostras farmacéuticas comerciais, que neste caso ¢
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1 NAF. As curvas de caibragdo apresentaram coeficientes de

correlagdo iguais a 0,997 e 0,999 para NAF e Zn, respectivamente.
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Figura 24 — Eletroferogramas obtidos a partir de solu¢des padrao de NAF e Zn e suas

respectivas curvas de calibragdo. Concentragdes crescentes dos analitos: NAF (100 - 500

umol L) e Zn (300 — 1500 pmol L). BGE: 20 mmol L™ de MES/HIS em iguais

proporgdes para um pH = 6,1. Injecdo hidrodindmica: 25 kPa por 1,0 s; Potencial de

separagdo: +25 kV (lado da inje¢@o); Comprimento total e efetivo do capilar: 50 e 102

cm, respectivamente; EOF: normal.
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A Tabela 4 apresenta de forma resumida todas as caracteristicas analiticas do
método. As curvas de calibragdo foram utilizadas para posterior andlise de duas amostras

farmacéuticas que continham NAF e Zn em sua formulagio.

Tabela 4 — Caracteristicas analiticas do método proposto.

Caracteristicas NAF Zn

Tempo de migracgio (s) 32,4+0,3  40,2+0,5

Resolucdo 5,65+0,11 3,49+0,14
Coeficiente de correlacdo 0,997 0,999
Faixa Linear (umol L) 100-500  300-1500
LOD (umol L™) 20 30
LOQ (umol L™) 67 100
Frequéncia analitica (h™) 90 90
DPR Intra-dia (n = 10) 2,0% 1,2%
DPR Inter-dias (n = 3) 4,7% 5,5%

O LOD foi calculado da mesma forma que no estudo anterior (4.1). Embora os
valores de LOD apresentados na Tabela 4 sejam relativamente elevados, eles sdo

adequados para a analise das formulagdes farmacéuticas estudadas neste trabalho.

Na Fig. 25 estdo apresentados os eletroferogramas de uma solug@o padrdo (a) e de
uma solugdo amostra (b). Observa-se que o BGE otimizado fornece ao sistema CE-C'D
uma linha de base estavel para ambas as solu¢des (padrio e amostra), apesar da elevada
concentragdo de sodio presente na amostra. O método proposto mostrou-se adequado para
o controle de qualidade de formulagdes farmacéuticas contendo NAF e Zn, pois ndo houve

sobreposi¢des ou picos adicionais provenientes de interferentes (excipientes, por exemplo).
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Figura 25 — Eletroferogramas obtidos com a inje¢do de uma solug@o padrido (a) e amostra
(b) de NAF e Zn. Concentragdes dos analitos: 300 umol L™ de NAF e 900 umol L™ de Zn.
BGE: 20 mmol L' de MES/HIS em iguais propor¢des para um pH = 6,1. Injecdo
hidrodinamica: 25 kPa por 1,0 s; Potencial de separagdo: +25 kV (lado da injecdo);

Comprimento total e efetivo do capilar: 50 e 10£2 cm, respectivamente; EOF: normal.

A exatiddo do método CE-C*D proposto foi avaliada através da analise de duas
amostras farmacéuticas (Al e A2). A Tabela 5 apresenta uma comparagdo dos resultados

obtidos com o método proposto e os obtidos por HPLC (NAF) e FAAS (Zn).
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Tabela 5 — Comparacdo dos resultados obtidos na determinagdo simultinea de NAF e Zn

via CE-C'D e por HPLC e FAAS.

Amostra Bula CE FAAS HPLC
(mg mL™) (m gmL™) (mg mL™) (mg mL™) E, E,
NAF 0,150 0,150+0,007 - 0,154 £0,008 0 -2,59
Al Zn 0,122 0,120+0,013 0,120+0,001 - -1,33 0
NAF 0,150 0,146+0,015 - 0,144 £ 0,001 -2,66 +1,37
A2 Zn 0,122 0,120+0,017 0,126+0,002 - -1,64 -4,76

E,: Diferenca entre CE-C’D proposto ¢ o valor que consta na bula; E,: Diferenca entre CE-C*D proposto ¢ o
método de referéncia.

Todos os resultados obtidos pelo método proposto (CE-C*D) sio similares aos
obtidos por HPLC e FAAS. A um nivel de confianga de 95%, os valores de t calculados
(teste t-Student pareado) foram menores do que o valor critico teorico (2,40, n = 3), o que

indica que ndo ha diferencas significativas entre os resultados.

A exatiddo do método também foi determinada por testes de adigdo e recuperagio.
Os resultados foram iguais a 97% + 1 e 102% + 2 (n=3) de recuperag@o para NAF e Zn,

respectivamente, indicando a boa exatiddo do método desenvolvido.

4.2.1 Conclusdes parciais

Foi proposto um método novo, simples e rapido (90 inje¢des h™) utilizando a CE-
C'D para a determinacio simultinea de NAF e Zn em amostras farmacéuticas. O método
demonstrou exatiddo e seletividade, podendo ser utilizado como um tUnico método em
substitui¢do de dois métodos ja descritos na literatura (HPLC e FAAS) para o controle de
qualidade de amostras farmacéuticas que contém os dois compostos simultaneamente. O
método proposto além de ser rapido consome uma pequena quantidade de

solventes/reagentes e, consequentemente, resulta em menor impacto ambiental (produgo
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de volume minimo de residuos por analise). Além disso, a etapa de preparacdo da amostra

¢ simples e rapida (apenas dilui¢do em agua).
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4.3 Determinaciao simultinea de NAF + DIF; NAF + FEN; NAF + CFEN,

As moléculas estudadas nesta parte do trabalho sdo bases fracas. A NAF possui pKa
= 10,2 (Fig. 20) a DIF pKa = 8,9 e ambas as moléculas, FEN e CFEN, possuem 0s mesmos
pKas (pKa; = 3,6 e pKa, = 9,5) (Fig. 26). Com estas infomag¢des conclui-se que estas
moléculas estardo em forma de cations em solugdes aquosas com pH inferior a 10 e,

portanto, podem ser determinadas por CZE (SWAIN, 2012).

]
\—
=

Figura 26 - Curva da relagdo de carga versus pH da molécula de (A) FEN, (B) CFEN e

(C) DIF. (SWAIN, 2012).
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Inicialmente, uma variedade de BGE’s de composi¢des e pHs diferentes, comumente
utilizados em CE-C*D pelo nosso grupo de pesquisa, foram avaliados na tentativa de
separar os quatro compostos em estudo em uma unica corrida. Ou seja, as trés amostras
existentes no mercado (1. NAF +DIF; 2: NAF + FEN; 3: NAF + CFEN) poderiam ser
analisadas empregando um unico procedimento de calibragdo. ApoOs inimeras tentativas, a
separagao das quatro espécies ndo foi possivel em nenhum BGE avaliado.

Em seguida, as trés combinagdes das formulagdes farmacéuticas (1: NAF +DIF; 2:
NAF + FEN; 3: NAF + CFEN) foram divididas em dois grupos: GRUPO 1: NAF e DIF;
GRUPO 2: NAF, FEN e CFEN. Na Figura 27 sdo apresentados os resultados obtidos com

o BGE composto por 10 mmol L™ de TEA + OXA até pH = 8,5.
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Figura 27 — Eletroferogramas obtidos com a injecdo de duas solugdes padrdo contendo
NAF e DIF (Grupo 1) e NAF, FEN e CFEN (Grupo 2). Concentragio de todos os analitos:
500 pmol L™". BGE: 10 mmol L™ de TEA + OXA até pH=8,5. Inje¢io hidrodindmica: 25
kPa por 1,0 s; Potencial de separagdo: +25 kV (lado da inje¢do); Comprimento total e

efetivo do capilar: 50 e 40 cm, respectivamente; EOF: normal.
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Como pode ser observado na Fig. 27, a DIF, FEN e CFEN possuem mobilidades
similares e a separagdo das trés moléculas ndo seria possivel se presentes na mesma
solugdo. Resultados similares foram obtidos com os demais BGEs estudados (20 mmol L™
de MES/HIS pH=6,0; 20 mmol L de 4cido borico + NaOH pH= 8,6 — 9,6; 20 mmol L' de
MES + 10 mmol L"'KOH pH= 6; 20 mmol L™ de CHES + NaOH ¢ 20 mmol L™ de CHES
+ KOH pH= 8,5 — 9,5). A separagdo entre FEN e CFEN ¢ possivel (r = 1,1) quando as
moléculas se encontram em concentra¢cdes similares, o que ndo ocorre nas amostras
comerciais (concentra¢do de FEN 10 vezes superior a CFEN).

Em fungdo das limita¢des existentes para a determinacdo das quatro moléculas em
uma ou duas corridas, os estudos foram direcionados na busca por um BGE de composi¢io
unica para a analise das trés combinagdes farmacéuticas existentes no mercado (1: NAF +
DIF; 2: NAF + FEN; 3: NAF + CFEN).

Outro problema identificado em relagdo a composi¢do de amostras foi a elevada
concentragdo de NaCl adicionada na formulag@o usada como solugdo nasal (NAF + DIF),
visto que o detector utilizado ¢ condutométrico. Dependendo da mobilidade do BGE
utilizado, o sédio pode apresentar um pico de grande magnitude, pois possui elevada
condutividade, o que poderia causar uma interferéncia nos picos dos analitos de interesse.

Desta forma, os estudos de identificagdo do BGE a ser usado foram realizados
empregando uma amostra oftalmolégica (NAF + FEN) e uma amostra da solugdo nasal
(NAF + DIF). Na continuidade dos estudos, o desempenho do BGE utilizado na

determinagio de NAF e Zn (20 mmol L™ de MES/HIS) foi avaliado para este fim (Fig. 28).



87

200000

<

=] &

8 190000 - o

= Solugdo nasal

© ;

c 22 o

< 180000 - “ &

© , ¥ .

c Solugéo oftamologica

D 170000 - \
20 30 40 50 60 70

Tempol/s

Figura 28 - Eletroferogramas obtidos a partir da inje¢do de duas solu¢des amostra
contendo NAF + DIF (solugao nasal) ou NAF + FEN (solugdo oftalmologica) diluidas em
agua (duas vezes). BGE: 20 mmol L™ de MES e HIS (pH=6,1). Injegdo hidrodindmica: 25
kPa por 1,0 s; Potencial de separagdo: +25 kV (lado da inje¢do); Comprimento total e

efetivo do capilar: 50 e 10 cm, respectivamente; EOF: normal.

Como mostra a Fig. 28, além dos principios ativos NAF + FEN (solugdo
oftalmologica) e NAF + DIF (solugdo nasal), ambas as amostras contém sédio como
excipiente. Na amostra oftalmoldgica, obteve-se uma resolugdo adequada (r = 1,7) entre o
excipiente (Na) e os analitos (NAF e FEN). No entanto, a concentragdo de Na na amostra
nasal € muito maior, e por isso, o eletroferograma nao apresentou uma resolu¢do adequada
entre os picos de Na e os principios ativos (NAF e DIF).

A fim de obter uma melhor resolugio entre as espécies em estudo nas respectivas
amostras, BGE’s com diferentes composi¢des foram avaliados. A estratégia adotada neste
estudo foi deixar o BGE com mobilidade similar a do Na presente na amostra, através da
adi¢do de NaOH a solug¢des contendo acidos fracos até pHs proximos a seus respectivos

pKas (boa capacidade tamponante). Deste modo, a presenga de sddio devera deixar de ser



38

detectada pelo detector C*D. Alguns 4cidos fracos comumente usados na composicio de
BGEs em CZE (JAROS et al, 2004) foram selecionadas. Como mostrado na Fig. 29, as
seguintes solucdes foram testadas como BGEs: (A) 10 mmol L™ de acido borico (pH =
9,5); (B) 20 mmol L™ de MES (pH = 6,0); (C) 50 mmol L™ de CHES (pH = 8.5); (D) 20
mmol L™ de CHES (pH = 8,5); (E) 12 mmol L' TEA + 10 mmol L™ de DMX (pH = 8,5);
(F) 20 mmol L™ de HIS + 10 mmol L™ de DMX (pH = 9,8). Em todas as solug¢des, o pH
foi ajustado mediante adicdo de NaOH. Para cada BGE citado acima (A — F) foi feito um
estudo da varia¢do do pH, utilizando uma soluc¢do padrdo. Neste estudo foi selecionado o

melhor pH para cada BGE.
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Figura 29 — Eletroferogramas obtidos a partir da injecdo de solugdo padrdo e amostra
contendo NAF + DIF. BGE’s (pH ajustado com NaOH): (A) 10 mmol L™ de acido bérico
(pH = 9,5); (B) 20 mmol L de MES (pH = 6,1); (C) 20 mmol L' de CHES (pH = 8,5);
(D) 50 mmol L' de CHES (pH = 8,5); (E) 12 mmol L TEA + 10 mmol L™ de DMX (pH
= 8,5); (F) 20 mmol L™ de HIS + 10 mmol L™ de DMX (pH = 9,8). Concentraco: 250
umol L™ de DIF e 500 pmol L de NAF. Injegio hidrodindmica: 25 kPa por 1,0 s;
Potencial de separagdo: +25 kV (lado da inje¢do),; Comprimento total e efetivo do capilar:

50 e 10 cm, respectivamente; EOF: normal.
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O melhor desempenho foi observado com o BGE composto por HIS ¢ DMX com
pH ajustado a 9.8 com NaOH (F), pois além do eletroferograma ndo apresentar
interferéncia do pico do sodio, uma boa sensibilidade e resolugé@o entre os picos foi obtida.

Em substitui¢do ao DMX, presente no BGE (F) selecionado, o HCI foi avaliado, ja
que este acido € mais comum e de menor custo que o DMX. Contudo, como mostrado na
Fig. 30, a substituicdo do DMX por HCI ndo gerou resultados satisfatorios para a amostra,
j4 que a resolugdo entre a NAF e DIF diminuiu em fun¢do do alargamento dos picos dos

compostos em estudo na SOIQQ§0 amostra.
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Figura 30 — Eletroferogramas obtidos pela inje¢do de solu¢des padrdo contendo de NAF e
DIF. Concentragio dos analitos: 250 pmol L™ de DIF e 500 pmol L™ de NAF. BGE’s: (1)
20 mmol L™ de HIS + 10 mmol L' DMX + NaOH (pH = 9,8) e (2) 20 mmol L™ de HIS +
10 mmol L™ HC1 + NaOH (pH = 9,8). Inje¢do hidrodindmica: 25 kPa por 1,0 s; Potencial
de separagdo: +25 kV (lado da injecdo); Comprimento total e efetivo do capilar: 50 e 10

cm, respectivamente; EOF: normal.
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Desta forma, o BGE composto por 20 mmol L™ de HIS + 10 mmol L™ DMX e
NaOH (pH = 9,8) foi utilizado nas demais andlises. Posteriormente, estudos foram
realizados para avaliar alguns pardmetros relacionados com o equipamento de CE-C*D:
tempo de inje¢do, potencial de separagdo, temperatura € comprimento efetivo do capilar.

A Fig. 31 apresenta os eletroferogramas obtidos no estudo do tempo de injecdo
usando solugdes padrdes contendo combinagdes € concentragdes similares as existentes em

amostras comerciais (NAF + DIF, NAF + FEN e NAF + CFEN).
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Figura 31 — Estudo do tempo de injecdo utilizando solugdes padroes contendo: (A) NAF +
DIF (500 + 250 pmol L™); (B) NAF + FEN (100 e 840 pmol L™'); (C) NAF + CFEN (500 e
312,5 umol L™ BGE: 20 mmol L' de HIS com 10 mmol L' DMX e 1 mmol L™ de NaOH
(pH = 9,8); Pressdo de injecdo: 25 kPa; Potencial de separagido: +25 kV (lado da inje¢do);

Comprimento total e efetivo do capilar: 50 e 10 cm, respectivamente; EOF: normal.
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O tempo de inje¢do de 1,25 segundos foi utilizado nas demais andlises, pois
apresentou uma maior area dos picos para todas as espécies, sem perder resolugdo entre os
respectivos picos. Um resumo dos pardmetros estudados e respectivos valores com as

melhores condi¢des ¢ apresentado na Tabela 6.

Tabela 6 — Relag@o dos pardmetros com as melhores condig¢des.

Parametros Intervalo estudado Melhor condicao
pH do BGE 9.0-10,2 9.8
Comprimento efetivo do capilar (cm) 10 e 40 cm 10 cm
Potencial de separacdo (kV) 15-25kV 25 kV
Tempo de injecdo (s) a 25 kPa 0,5-1,5s 1,25 s
Temperatura (°C) 20-30°C 25°C

Na Fig. 32 sdo apresentados os eletroferogramas obtidos no estudo de repetibilidade
intra-dias, onde foram feitas dez injecdes sucessivas de solugdes padrdes contendo
combinagdes e concentragdes similares as existentes em amostras comerciais. Os seguintes
desvios (area) foram obtidos: DPR < 3,5% para NAF e DIF, DPR < 3,2% para NAF e FEN
e DPR < 2,4% para NAF e CFEN.

No estudo inter-dias foram avaliados os resultados obtidos com as mesmas solugdes
em trés dias distintos. Neste estudo, os valores de DPR (area) foram menores que 7,8%,
6,8% e 4,7% para as combinagdes de NAF + DIF, NAF + FEN e NAF + CFEN,
respectivamente. Os valores de DPR para os testes inter-dias demonstram uma boa
estabilidade do sistema mesmo em dias distintos, porém, a construgdo diaria da curva de

calibragdo ¢ indicada para obten¢do de maior exatidao dos resultados.
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Figura 32 — Estudo de repetibilidade com dez inje¢des sucessivas de solu¢des padrido
composta por NAF +DIF (500 e 250 pmol L™), NAF + FEN (100 e 840 umol L) e NAF +
CFEN (500 e 312,5 pumol L™). BGE: 20 mmol L™ de HIS com 10 mmol L' DMX + 1
mmol L NaOH (pH = 9.8); Inje¢do hidrodinimica: 25 kPa por 1,25 s; Potencial de
separacdo: +25 kV (lado da inje¢o), Comprimento total e efetivo do capilar: 50 e 10 cm,

respectivamente; EOF: normal.

Apés a realizag@o dos estudos para selecionar os melhores pardmetros instrumentais
do método, um teste para avaliagdo da faixa linear de resposta foi realizado. Solugdes
contendo concentragdes crescentes € em proporgdes similares as existentes em amostras
comerciais foram avaliadas neste estudo (NAF + DIF; NAF + FEN; NAF + CFEN). Os
eletroferogramas e as curvas de calibragdo obtidos neste estudo sdo apresentados na Fig.

33.
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Figura 33 — Eletroferogramas de solu¢des padrdo contendo concentragdes crescentes de

NAF + DIF, NAF + FEN e NAF + CFEN e suas respectivas curvas de calibragio.

Concentragdes: (A) DIF (50 — 800 umol L") ¢ NAF (100 - 1600 pmol L"), de (B) FEN

(420 - 1750 umol L") e NAF (50 - 210 pmol L™) e (C) CFEN (50 — 322 umol L) e NAF
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(80 - 500 pmol L™). BGE: 20 mmol L de HIS com 10 mmol L™ DMX e 1 mmol L™ de
NaOH (pH = 9,8); Injecdo hidrodindmica: 25 kPa por 1,25 s; Potencial de separagdo: +25
kV (lado da inje¢do), Comprimento total e efetivo do capilar: 50 ¢ 10 cm

2

respectivamente; EOF: normal.

Como mostra a Figura 33, em toda faixa de concentracdo examinada tem-se
resolucdo adequada (r > 1,4) e relagdo linear entre concentragdo e condutividade para todos
os analitos estudados. As caracteristicas analiticas do método sdo resumidamente

apresentadas na Tabela 7.



Tabela 7 — Caracteristicas analiticas do método proposto.

Caracteristicas NAF NAF NAF
analiticas DIF FEN CFEN
‘ 32.4+0,2 203+ 1,2 209+ 1,2
Tempo de migragio (s)
342+0,1 3,1+1,1 30,3+ 1,1
225+0,11 1,4 £ 0,05 2.1+ 0,08
Resolugdo
1,83 £0,08 2.3 40,09 1,6 0,07
‘ 0,999 0,998 0,999
Coeficiente de correlacgdo
0,999 0,997 0,999
) ) ) 100-1600 90-250 80-500
Faixa Linear (umol L™)
50-800 760-2100 50-312,5
. 25 25 25
LOD (pmol L™)
25 25 13
L00 (umol L) 83 83 83
mo
" 83 83 43
Frequéncia analitica (h™) 113 113 113
‘ ‘ 3,5% 3,2% 2,4%
DPR intra-dias (n = 10)
2,3% 2,2% 1,5%
‘ ‘ 4.3% 2.2% 3,0%
DPR inter-dias (n = 3)
7.8% 6,8% 4,7%
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As curvas de calibragdo construidas a partir dos intervalos de concentra¢des
apresentados na Fig. 33 apresentaram bons coeficientes de correla¢do (> 0,997). Os LOD’s
do método também foram calculados e sdo apresentados na Tabela 7.

Utilizando as curvas de calibragdo da Fig. 33, duas amostras (Al e A2) de cada
formulacdo farmacéutica (1 NAF + DIF; 2 NAF + FEN; 3 NAF + CFEN) foram
analisadas. A Fig. 34 apresenta os eletroferogramas obtidos a partir da injecdo de solugdes

padrdes e amostras com composi¢des similares. A Tabela 8 apresenta os resultados obtidos
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por CE-C'D comparados aos disponibilizados na bula e aos obtidos com o método de

referencia (HPLC).
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Figura 34 — Eletroferogramas obtidos com solu¢gdes padrdes (a) e amostras (b) contendo
NAF + DIF (A), NAF + FEN (B) e NAF + CFEN (C). Concentrag@o dos analitos: (A) 250
umol L' de DIF e 500 pmol L™ de NAF; (B) 313 umol L™ de CFEN e 500 pmol L™ de
NAF e (C) 100 umol L' de NAF e 840 pmol L™ de FEN. BGE: 20 mmol L™ de HIS com
10 mmol L DMX e 1 mmol L™ de NaOH (pH = 9,8); Injecdo hidrodindmica: 25 kPa por
1,25 s; Potencial de separagdo: +25 kV (lado da inje¢do); Comprimento total e efetivo do

capilar: 50 e 10 cm, respectivamente; EOF: normal.
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Tabela 8 — Comparagdo dos resultados obtidos na determinagdo simultdnea de NAF +

DIF, NAF + FEN e NAF +CFEN via CE-C*D versus os obtidos por HPLC.

Amostra Bula EC HPLC Erro %
(mg mL™) (mg mL™) (mg mL™) E, E,

Al NAF 1,00 0,930 £ 0,030 0,981 £ 0,020 -7.0 -5.1
DIF 0,50 0,430+0,025  0,410+£0,011 - 14,0 +4.6

A2 NAF 1,00 0,922 +0,037 0,931+0,018 -7.8 -1,0
DIF 0,50 0,430+ 0,024 0,400 + 0,007 - 14,0 +7,0

Al NAF 0,25 0,269 £ 0,018 0,270 £ 0,003 +7.6 -0,4
FEN 3,00 3,366 £0,138  3,255+0,019 +12,2 +3,3

A2 NAF 0,25 0,259+0,023  0,273+£0.,016 +3,5 -5.1
FEN 3,00 3,216 £0,085 3,045 £0,006 +7.2 +5,3

Al NAF 0,50 0,465 + 0,046 0,430+ 0,012 -7,0 + 8,0
CFEN 0,50 0,460 + 0,027 0,433 +£0,022 -8,0 +6,0

A2 NAF 0,50 0,455 +0,027  0,423+0,011 -9,0 +7,0
CFEN 0,50 0,450 +0,040  0,432+0,015 -10,0 +4,0

E,: Diferenca entre CE-C'D proposto e o valor que consta na bula; E,: Diferenca entre CE-C'D proposto ¢ o

método de referéncia.

Todos os resultados obtidos por CE-C*D estdio de acordo com os obtidos por HPLC

no nivel de confianca de 95%, onde os valores de t calculados (teste t-Student pareado)

foram menores do que o valor critico tedrico para todas as espécies quantificadas (2,78; N

= 3), o que indica que ndo existem diferengas estatisticamente significativas entre os

resultados. As curvas de calibragdo também foram usadas para avaliar a exatiddo do

método CE-C*D proposto mediante estudos de adi¢io e recuperacio.

Os estudos de adigdio e recuperagdo apresentaram resultados satisfatorios, com

recuperagdes de 96% + 4 e 100% + 4 (n=3) para NAF e FEN e de 96% + 2 ¢ 101% = 4 (n
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= 3) para NAF e CFEN, respectivamente. Ja para NAF e DIF, os valores de recuperagdes
menores (93% + 3 e 95% + 5 para NAF e DIF, respectivamente).

Provavelmente, os valores inferiores de recuperagdo obtidos se devem ao fato da
elevada concentracdo de cloreto de sodio e cloreto de benzalconio presentes como
excipientes no medicamento, pois a for¢a idnica na solugdo padrdo é muito diferente da
forca i6nica na amostra, o que leva a um comportamento diferente dos analitos no interior
do capilar com a aplicagdo de um campo elétrico.

A fim de verificar tal suposicdo, 10 mmol L™ de cloreto de sodio e 50 pmol L™ de
cloreto de benzalconio foram adicionados ao padrdo de NAF e DIF, para comparagdo com
a amostra e realiza¢do de um novo teste de adigdo e recuperagdo. Desta forma, uma outra
curva de calibragdo foi construida utilizando solugdes padrdes com a adigdo de cloreto de
benzalconio e cloreto de sodio. Os eletroferogramas obtidos com a solug@o padrido sem (a),

e com (b) a presenga dos excipientes e de uma solugdo amostra (c) sdo apresentados na

Fig. 35.
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Figura 35 — Eletroferogramas de uma solu¢do padrdo sem (a) e com (b) com adi¢do de 10
mmol L de NaCl e 50 pmol L™ de cloreto de benzalcdnio e de uma solugdo amostra (c).

Concentragdo dos analitos: 250 umol L™ de DIF e 500 pmol L™ de NAF. BGE: 20 mmol
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L' de HIS com 10 mmol L DMX e 1 mmol L' de NaOH (pH = 9,8); Injecdo
hidrodinamica: 25 kPa por 1,25 s; Potencial de separagdo: +25 kV (lado da injecdo);

Comprimento total e efetivo do capilar: 50 e 10 cm, respectivamente; EOF: normal.

E visivel que os picos da solugio padrio contendo os excipientes (b) possuem picos
com perfis mais similares aos da amostra (c). Nestas condi¢des, os valores obtidos nos
estudos de adigdo e recuperagdo apresentaram uma melhora significativa (98% + 2 ¢ 103%
+ 2 para NAF e DIF, respectivamente). Estes valores indicam que para se obter resultados
com menor interferéncia de matriz deve-se construir a curva de calibra¢do utilizando

solugdes padrdo com a adig¢do de cloreto de sddio e cloreto de benzalcdnio.

4.3.1 Conclusdes parciais

O método de CE proposto apresentou caracteristicas analiticas adequadas para a
determina¢io rapida (115 injecdes h™) e simultinea de medicamentos contendo os
seguintes principios ativos: (1) NAF + DIF; (2) NAF + FEN ; (3) NAF + CFEN. Podemos
destacar também o menor volume de residuos gerados por andlise (menor consumo de
amostras e reagentes) em comparacdo com o método de HPLC descrito anteriormente

(BARBAS, 2000) (HUANG et al., 2014),
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5 CONCLUSAO GERAL E PERSPECTIVAS FUTURAS

, . 4 . .

Neste trabalho, a técnica de CE-C™D foi usada com suscesso para o desenvolvimento
de métodos para determinacdo rdpida e simultdnea dos seguintes principios ativos
presentes em formulagdes farmacéuticas:

¢ Difenidramina, piridoxina e 8-cloroteofilina;
e Nafazolina e difenidramina,;

e Nafazolina e feniramina;

e Nafazolina e clorfeniramina e

e Nafazolina e zinco.

Todos os métodos desenvolvidos neste trabalho sdo simples, rapidos, de baixo
custo de equipamento e manutenc¢do, pois ¢ utilizado um equipamento construido em
laboratorio. Além disso, possui baixo consumo de reagentes e amostras (custo e impactos
ambientais menores).

Por isso, pode-se afirmar que os métodos propostos neste trabalho apresentam
significativas vantagens em relagdo ao uso de HPLC que ¢ a principal técnica utilizada
rotineiramente para este tipo de analise. Todos os resultaos obtidos com o sistema CE-C*D
foram estatisticamente similares aos obtidos por HPLC (nivel de confianga de 95%). A
determinagdo simultdnea de um ion metalico (Zn) e de uma molécula organica (NAF) pode
ser considerado outra vantagem do sistema CE-C*D, pois a viabilidade desta analise por
HPLC ainda n3o foi demonstrada.

No entanto, os métodos também possuem desvantagens, como a limitagdo na
analise de amostras mais complexas (urina ou sangue), devido ao C*D ser um detector

universal (deteccdo de uma gama enorme de compostos € comum co-migracao).
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Como perspectivas futuras, propde-se ampliar a aplicabilidade de sistemas de CE-
C*D, pelo desenvolvimento de novos métodos rapidos para controle de qualidade de outros
medicamentos. A principio, o foco serd direcionado as formulagdes farmacéuticas
contendo moléculas organicas associadas a metais em polivitamincos, que ainda ¢ uma

area pouco explorada em CE-C*D.
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