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RESUMO

Este trabalho apresentada novos procedimentos analiticos que foram desenvolvidos para
determinacao rapida de paracetamol (PAR), na presenca de codeina (COD), orfenadrina
(ORP), prometazina (PRO), escopolamina (SCO), tramadol (TRA), ibuprofeno (IBU),
cafeina (CAF), 4cido acetilsalicilico (AAS), dipirona (DIP), piridoxina (PIR), diclofenaco
(DCF), acido ascorbico (ASC) e naproxeno (NAP), com baixos tempos de corrida
eletroforética inferiores a 2 minutos, sem pré-tratamento das amostras ou varias dilui¢des,
via eletroforese capilar com detec¢do condutométrica sem contato acoplada
capacitivamente (CE-C*D). O valor de pKa para SCO foi obtido experimentalmente
(pKaseo=10,2). Foram desenvolvidos cinco métodos distintos com diferentes eletrolitos
de corrida (BGE), para determinacdo de PAR e analitos catidnicos organicos; BGE 1: 10
mmol L' B-alanina + 4 mmol L' NaCl + NaOH, (pH 9,6), para determinacdo de PAR e
analitos anidnicos organicos quando na presenga e também na auséncia de CAF na
composi¢do do medicamento: para PAR, IBU e CAF foi usado BGE 2: 10 mmol L' 4cido
3,4-dimetoxicindmico (DMX), 10 mmol L B-alanina + LiOH, pH = 10,4), para PAR e
NAP:; BGE 3: 20 mmol L! B alanina + KOH, (pH = 10,5); e para PAR, DIP e AAS; PAR,
PIR e ASC; e para PAR e DCF, o BGE 1, e na presenca de CAF; o BGE 4: 10 mmol L}
DMX + 20 mmol L B-alanina + NaOH (pH = 10,4). Foi proposta a estratégia de utilizar
NaCl na composicado do BGE para elevar a condutividade deste, e assim, com uma
melhora na relacao sinal/ruido (SNR) do detector (melhorando a sensibilidade) para os
analitos. Os métodos apresentaram baixos desvios padrdes relativos em relacio a area dos
picos (< 2,2 %) e tempos de migracdo (< 0,9 %), bem como boas resolucdes (> 1,34) entre
os sinais analiticos de cada espécie. Foram obtidos coeficientes de correlacao maiores que
0,989; e os ensaios de recuperacao em formulacdes comerciais resultaram entre 91% e
104%. Foram obtidos limites de deteccio (LOD) entre 0,6 e 48,7 umol L'!; os quais apesar
de serem relativamente elevados, sdo mais que adequados para andlise de produtos
farmacéuticos. Os métodos propostos sdo rapidos (=29 injec¢des por hora), com baixo
consumo de reagentes de baixa toxicidade (= 3 mL de BGE por dia de trabalho) e, deste
modo, baixa geracdo de residuos, podendo ser considerado um método verde, indo ao

encontro das tendéncias dentro da quimica analitica e ambiental.

Palavras chave: Analises rapidas, BGE salino, drogas licitas, eletroforese capilar de

zona, farmacos, medicamentos.



ABSTRACT

The preset work shows new analytical procedures which were developed for fast
determination of paracetamol (PAR), in the presence of codeine (COD), orphenadrine
(ORP), promethazine (PRO), scopolamine (SCO), tramadol (TRA), ibuprofen (IBU),
caffeine (CAF), acetyl salicylic acid (AAS), dipyrone (DIP), pyridoxine (PIR), diclofenac
(DCF), ascorbic acid (ASC) and naproxen (NAP), with low times of electrophoretic run,
below 2 minutes, without pre-treatment of the samples or several dilutions, by capillary
electrophoresis with contactless capacitivity coupled condutometric detection (CE-C*D).
SCO pKa value was obtained experimentally (pKaso=~10.2). Five distinct methods were
developed, with five distinct background electrolytes (BGE). For determination of PAR
and the organic cationic analytes was used the BGE 1: 10 mmol L' B-alanine +
4 mmol L' NaCl + NaOH, (pH 9.6), for determination of PAR and the organic anionic
analytes, in the presence and also in the abscense of CAF on the drug formulation: for
PAR, IBU and CAF was used the BGE 2: 10 mmol L' 3,4-dimethoxycinamic acid
(DMX), 10 mmol L' B-alanine + LiOH, pH = 10.4), for PAR and NAP; BGE 3:
20 mmol L! B alanine + KOH, (pH = 10.5); and for PAR, DIP and AAS; PAR, PIR and
ASC; and PAR with DCF, the BGE 1 was used. When CAF was presents in the
formulation, BGE 4: 10 mmol L' DMX + 20 mmol L B-alanine + NaOH (pH = 10.4)
was used instead of BGE 1. The strategy of use NaCl in the BGE composition was
proposed to elevate the conductivity, thus, showing a better signal to noise ratio (SNR),
improving the sensitivity for the analytes. The proposed methods shown low relative
standard deviation for peak area (< 2.2 %) and for migration time (< 0.9 %). In addition,
good resolutions (> 1.34) between the analytical signal from each species. Good linearity
correlation were obtained (> 0.989); and accuracy procedures with commercial
formulations has shown recovery of 91% to 104%. The limits of detections (LOD) were
between 0.6 e 48.7 umol L'!; and despite these values can be considerably high, they are
more than suitable for pharmaceutical analysis. The proposed methods are also fast (=29
injections per hour), with low toxicity reagents consumption (= 3 mL of BGE per day of
work) and, therefore, low residues generation, being considerate a green method and

agreeing with the analytical and environmental chemistry trends.

Keywords: Fast analysis, salty BGE, licit drugs, zone capillary electrophoresis,

pharmaceuticals, medicines.
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1 Introducao

No inicio do século XXI, cerca de 100 mil substancias quimicas distintas
haviam sido reconhecidas na Unido Europeia, sendo que aproximadamente 30 mil destas
eram produtos comercializados em quantias acima de 1 tonelada e em torno de 4 mil eram
usadas como drogas ou na medicina [1]. O progresso na medicina € atrelado a problemas
como o aumento de contaminantes emergentes no meio ambiente, bem como a produgﬁo
de microorganismos patogénicos mais resistentes. Tal progresso, associado ao aumento
populacional e a modernizacdo, tornou a sociedade cada vez mais intrinsecamente
dependente de uma vasta gama de produtos quimicos ao longo da sua evolugdo e, dentre
estes produtos, a dependéncia dos farmacos. Dentre estes, alguns medicamentos contendo
paracetamol e outros principios ativos em sua composi¢do estdo presentes € Sao

consumidos diariamente por boa parte da humanidade.
1.1 Paracetamol e suas associacoes

O paracetamol (PAR) ou acetaminofeno ¢ uma droga conhecida e
comercializada mundialmente com aproximadamente 25 bilhdes de comprimidos
vendidos em 2008 [2], e movimentando mais de 230 milhdes de dbélares americanos em
2014 Estados Unidos da América (EUA) [3]. No Brasil, sem necessidade de receita
médica, PAR é comercializado sob o nome “Tylenol®”, ou na forma genérica, apenas
como “Paracetamol”, tanto em gotas quanto em comprimidos. De nome IUPAC N-(4-
hidroxifenil) acetamida, € usado devido aos seus efeitos antipiréticos e analgésicos. PAR
¢ comumente encontrado em associagdo com outros firmacos como: codeina (COD),
orfenadrina (ORP), prometazina (PRO), escopolamina (SCO), tramadol (TRA),
ibuprofeno (IBU), cafeina (CAF), acido acetilsalicilico (AAS), dipirona (DIP), piridoxina
(PIR), diclofenaco (DCF), acido ascérbico (ASC) e naproxeno (NAP), devido as
potencialidades farmacoldgicas provenientes do efeito sinérgico obtido ao se consumir
tais drogas simultaneamente [4].

Sinergismo € descrito como sendo a interacdo entre duas drogas tal que,
quando administradas concomitantemente, a eficicia ou poténcia resultante suporta uma
interacdo maior do que aditivo ou multiplicativo quando comparada com cada farmaco
administrado individualmente [5-7].

Assim, PAR pode ser encontrado comercialmente combinado com vérias

substancias com a finalidade de se ter um efeito sinérgico ou adjuvante, potencializando
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o efeito destes farmacos. Quando combinado com orfenadrina (ORP), € indicado para o

alivio da dor muscular em cefaléia tensional; com tramadol (TRA) para aumentar a
analgesia e redugdo de efeitos colaterais; com codeina (COD) para tratar dor aguda e
pirexia; com prometazina (PRO) a ser utilizado como antipirético e antiemético; com a
escopolamina (SCO) em terapia para distirbios gastrointestinais, como cdlicas; com
dipirona (DIP) e com &cido acetilsalicilico (AAS) para elevar o potencial analgésico e
antipirético, com diclofenaco (DCF), ibuprofeno (IBU) e naproxeno (NAP) para
potencializar o efeito anti-inflamatério; com piridoxina (PIR) e acido ascérbico (ASC)
para tratar resfriados; e com cafeina (CAF) como adjuvante para acelerar a absor¢ao de

outras drogas, além de elevar a tolerancia a dor.

De acordo com a Farmacopeia Brasileira [8], PAR encontra-se isolado na
forma de pé cristalino branco, inodoro, com leve sabor amargo, sendo ligeiramente
soluvel em 4gua, soluvel em agua fervente, facilmente solivel em etanol, praticamente
insoluvel em cloroférmio e éter etilico, possuindo ainda faixa de fusdo entre 168 °C e
172 °C [8]. Von Mering introduziu seu uso para alivio de dores e redugdo da temperatura
corporal em 1893, como um substituto para a aspirina devido ao fato de PAR nao agredir
a parede estomacal em pacientes sensiveis ao acido acetilsalicilico (AAS), principio ativo
da aspirina [9]. Apesar de ndo causar gastrites e ulceras no estomago, PAR € conhecido
por ser extremamente hepatotoxico [10].

As moléculas de PAR possuem um equilibrio 4cido-base com valor de pKa
proximo de 9,5 [11]. Esse estado de equilibrio quimico dindmico apresenta razao entre as
moléculas apresentadas na Figura 1, em que as concentragdes das moléculas de PAR
neutras (esquerda, Figura 1) e dos dnions PAR (direita, Figura 1) s@o constantes. Essa
razdo constante € dindmica no sentido de que a proporcdo entre as duas estruturas
moleculares de PAR nao se altera, pois, a medida que uma molécula de PAR neutra perde
um H', um anion PAR reage com este (ou outro proveniente do meio) hidrogénio
catidnico em excesso e se transforma em outra molécula de PAR neutra, restaurando as
condic¢des anteriores de concentragdo de cada espécie, para manutengao do equilibrio. Em
outras palavras, tal razdo € constante, pois a velocidade da reacdo de desprotonacdo é

precisamente igual a velocidade da reagcdo de neutralizacao.
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Figura 1 - Equilibrio 4cido-base do PAR.
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Fonte: Autor (2017).

Entretanto, essa relacdo de equilibrio pode ser alterada ao se aplicar uma
perturbacao no sistema, tais perturbacdes podem ser desde variagdes na temperatura, na
pressdao (caso um dos compostos fosse gasoso) e/ou principalmente elevando ou
diminuindo a concentracdo total de uma espécie, pela adicao/remocao de espécies que
compdem o equilibrio. Um exemplo deste caso seria adicionar H" no equilibrio da
Figura 1, com intuito de deslocar o mesmo para favorecer a formacao da espécie de PAR
neutra.

De acordo com o principio de Le Chatelier [12], o equilibrio quimico sempre
se altera no sentido de suprir e minimizar o efeito causado pela pertubacao do sistema.
Como o H' é uma das espécies envolvidas no equilibrio dcido-base do PAR, bem como
de outras espécies presentes neste trabalho, a alteracdo da concentracdo deste cition em
solucdo afeta diretamente os equilibrios das espécies. No caso do PAR, em solu¢do com
valores de pH de 1 até aproximadamente 7,5 prevalece a existéncia da forma neutra das
moléculas. Em torno de pH 8, apenas cerca de 5 % de suas moléculas apresentam carga
negativa (em forma de anion), enquanto cerca de 95 % das moléculas envolvidas neste
equilibrio dindmico estio sem carga (na sua forma neutra). A medida em que se eleva o
valor do pH da solucdo contendo PAR, a porcentagem de moléculas na forma anidnica
(desprotonadas) vai aumentando até atingir 100 % em pH proximo 11,5; conforme pode
ser observado na Figura 2, a qual apresenta o equilibrio 4cido-base fundamentado na

distribuicao das espécies de PAR em funcao do pH da solugdo.
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Figura 2 - Distribuicao das espécies (em %) vs pH para o paracetamol (PAR).
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A SCO € encontrada na forma de butilbrometo de escopolamina e apresenta-
se como po cristalino branco ou quase branco. A molécula € facilmente solivel em dgua
e em cloreto de metileno, pouco soluvel em etanol e possui faixa de fusdo entre 139 °C e
141 °C [8]. SCO € um alcaloide com efeitos analgésicos, sedativos e anticonvulsionantes.
Em casos de abuso no seu consumo, pode ainda prejudicar temporariamente a habilidade
de se reter novas informacdes, de fixar atencdo, vindo a gerar alucinacOes auditivas e
visuais, seguidas de desorientacdo, euforia e fadiga [13].

Segundo a literatura [11], SCO possui um valor de pKa de 6,5 conforme

apresentado na Figura 3.

Figura 3 - Distribuicdo das espécies (em %) vs pH para a escopolamina (SCO).
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Fonte: Modificado de www.chemicalize.org [11].
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A ORP, apesar de auséncia de informagdes na Farmacopeia Brasileira, € um

farmaco com propriedades da classe dos antimuscarinicos, utilizados principalmente para
tratamento dos tremores da doenca de Parkinson. Tem atuagio no sistema nervoso central,
reduzindo as dores dos espasmos musculares, podendo ser utilizado ainda no tratamento
de dores agudas e crdnicas infligidas nos musculos esqueléticos [14]. Em solugdo, as
moléculas de ORP possuem um equilibrio acido-base que resulta em um valor de pKa
proximo de 8,9 [11] e, portanto, em solu¢do com pH em torno de 8, cerca de 80% de suas
moléculas apresentam carga positiva (em forma de cation), enquanto aproximadamente
20 % das moléculas envolvidas neste equilibrio dinAmico estdo sem carga (na sua forma
neutra). A medida em que se eleva o valor do pH da solucio contendo as moléculas de
ORP, a porcentagem de moléculas na forma catidnica (protonadas) vai diminuindo,
perdendo totalmente sua carga em pH 11, conforme pode ser observado na Figura 4, a

qual apresenta a distribuicdo das espécies de ORP em funcdo do pH da solucgdo.

Figura 4 - Distribuicao das espécies (em %) vs pH para a orfenadrina (ORF).
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Fonte: Modificado de www.chemicalize.org [11].

TRA pode ser encontrado na forma de p6 cristalino branco e inodoro, sendo
soluvel em 4gua, etanol e metanol e muito pouco soltuvel em acetona. Com faixa de fusdo
de 180 °C a 184 °C [8]. TRA ¢é um analgésico sintético e de atuacdo central introduzido

inicialmente na Alemanha em 1977, para se tornar um dos miméticos de opidides mais
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prescritos mundialmente, por causar menos efeitos colaterais do que estes, como

depressao respiratoria e dependéncia quimica [15]. Devido aos seus efeitos, TRA € usado
para tratar dores agudas e cronicas de grau moderado a severo [16].

Uma solucdo que contenha TRA, possui suas moléculas em um equilibrio
acido-base que resulta em um valor de pKa préximo de 9,2 [11] e, desta forma quando
em solu¢do com pH em torno de 8, cerca de 85% de suas moléculas apresentam carga
positiva (em forma de cation), enquanto aproximadamente 15 % das moléculas
envolvidas neste equilibrio dindmico estdo sem carga (na sua forma neutra). A medida
em que se eleva o valor do pH da solucdo contendo moléculas de TRA, a porcentagem de
moléculas na forma catidnica (protonadas) vai diminuindo, perdendo totalmente sua
carga em pH 11, conforme pode ser observado na Figura 5, a qual apresenta a distribui¢ao
das espécies de TRA em func¢do do pH da solucdo. Ainda ha outro equilibrio para TRA,

em valor de pKa 13,8; proveniente de uma espécie anidnica do TRA.

Figura S - Distribuicao das espécies (em %) vs pH para a tramadol (TRA).
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Fonte: Modificado de www.chemicalize.org [11].

Prometazina (PRO) consta na Farmacopeia Brasileira na forma isolada de
cloridrato, como sendo um pd cristalino, branco a levemente amarelado, inodoro, sabor
amargo. Funde em torno de 222 °C, com decomposi¢do. Facilmente solivel em agua,

etanol e cloroférmio, no entanto, € praticamente insolivel em éter etilico [8]. PRO, € um
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anti-istaminico com propriedades para tratamentos em que se necessita de efeito sedativo

e antipsicotico, além de analgésico e anticolinérgico, podendo causar efeitos colaterais
graves como disfuncdes enddcrinas, cardiacas e reprodutivas [17]. Associada a opidceos
como a COD e PRO pode ser utilizada como drogas de abuso ao ser ingerida na forma de
xarope com bebidas alcodlicas, sendo reportados efeitos psicotrdpicos, alucinégenos e até
morte por overdose [18].

Em solugdo, as moléculas de PRO possuem um equilibrio dcido-base que
resulta em um valor de pKa préximo de 9,1 e, portanto, em solu¢do com pH em torno de
8, cerca de 80% de suas moléculas apresentam carga positiva (em forma de cétion),
enquanto que aproximadamente 20% das moléculas envolvidas neste equilibrio dinAmico
estdo sem carga (na sua forma neutra). A medida em que se eleva o valor do pH da solucio
contendo moléculas de PRO, a porcentagem de moléculas na forma catiOnica
(protonadas) vai diminuindo, com o equilibrio perdendo totalmente sua carga em pH 11,
conforme pode ser observado na Figura 6, a qual apresenta a distribuicao das espécies de
PRO em funcdo do pH da solugdo.

Figura 6 - Distribuicao das espécies (em %) vs pH para a prometazina (PRO).
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Fonte: Modificado de www.chemicalize.org [11].

A COD ¢ geralmente isolada na forma de um sal de fosfato, na forma de um
po cristalino branco ou quase branco, ou cristais pequenos e incolores. Facilmente soltivel

em 4gua e pouco ou muito pouco soluvel em etanol [8]. COD € um farmaco utilizado no
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tratamento de dor moderada, tosse de causa ndo bacteriana, particularmente tosses

prolongadas e dolorosas, como no caso de cincer de pulmao [19]. E um farmaco alcaléide
do grupo dos opidides e, em grande parte, € utilizada com finalidades médicas sendo
preparada através da metilacio da morfina, sendo encontrada no épio em baixas
concentracoes.

Menos potente que a morfina, utiliza-se COD em combinacdo com outros
analgésicos da classe dos ndo opidides, como 4cido acetilsalicilico ou paracetamol ou
diclofenaco [20]. O uso deste firmaco pode gerar graves efeitos adversos como diarreia,
nauseas, vOmitos, obstipacdo intestinal, secura da boca, prurido, confusao, sedagdo e
depressao respiratdria. Além disso, a codeina pode criar vicio e ser usada como droga de
abuso, embora muito menos frequente do que com outros opidides. Apds finalizar o
tratamento, ao ser retirada abruptamente, a abstinéncia de codeina pode causar reacdes
relativamente fortes no organismo, como dores abdominais seguidas de vOmito e prisao
de ventre [20].

A partir de um estudo feito na experimentacdo com ratos em laboratério [7],
foi formulada uma curva de dose-resposta da combinacdo dos farmacos DCF e COD.
Com o intuito de descobrir se a interacdo entre estas duas drogas € aditiva, sinérgica ou
antagonica, foram estimadas curvas de dose-resposta de cada farmaco administrado
individualmente, considerando-se que o efeito observado com a combinagio resultava da
soma dos efeitos individuais de cada componente [7]. O estudo demonstra que o efeito
antinociceptivo da codeina é bem visto em casos de dor aguda e em hiperalgesia [21, 22].

COD ¢ uma molécula que apresenta carga em uma extensa regiao de pH e,
portanto, pode ser quantificada via eletroforese capilar. Conforme apresentado na
Figura 7, a COD possui dois pKa’s (pKal = 9,2 e pKa2 = 13,8). Na regido de pH 9,2; a
COD possui 50 % das moléculas carregadas positivamente e 50 % neutras. A medida em
que se eleva ou diminui o pH do meio (pKa + 2), o equilibrio 4cido-base é deslocado para
formacdo de moléculas neutras ou carregadas positivamente, respectivamente. Quanto ao
pKa 13,8 para esta molécula, em solu¢do com pH de 14 contendo COD, esta apresentara

50 % das moléculas neutras e 50% carregadas negativamente.
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Figura 7 - Distribuicao das espécies (em %) vs pH para a codeina (COD).
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Fonte: Modificado de www.chemicalize.org [11].

IBU apresenta-se na forma isolada de p6 cristalino, branco ou quase branco,
possuindo odor caracteristico. Possui baixa solubilidade em 4gua, no entanto, facilmente
solivel em etanol, acetona, metanol e cloroférmio, ligeiramente soluvel em acetato de
etila, sendo solivel em solugdes aquosas de hidréxidos alcalinos e com faixa de fusao
entre 75 °C e 78 °C [8].

O IBU ou (R,S)-4cido a-metil-4-(2-metilpropil)benzenoacético € um farmaco
da classe dos anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINEs) que possui agdo antipirética,
analgésica e anti-inflamatdria. Seu uso € muito comum, principalmente em pediatria, faz
parte da lista de medicagdes essenciais da Organizacdo Mundial da Saide (OMS) e é o
anti-inflamatdrio que menos provoca sangramento gastrointestinal [23]. O IBU também
€ indicado para alivio sintomatico da dor de cabeca (cefaléia), dor muscular (mialgias),
moléstias da menstruacdo (dismenorréia), febre e dor pds-cirirgica, quadros
inflamatérios, como em artrites, artrite reumatéide e artrite gotosa. Sua posologia para
dor leve a moderada; febre; dor menstrual varia entre 200 a 800 mg a cada 4 ou 6 horas,
sendo a dose maxima diaria de 1200 mg [24].

Suas moléculas se comportam como um 4cido fraco em solu¢do, com um pKa
de 4,8 e, portanto, em solucdo com pH neutro (= 7), 100% de suas moléculas ja
apresentam carga negativa (em forma de anion), conforme pode ser observado na

Figura 8.
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Figura 8 - Distribuicao das espécies (em %) vs pH para a ibuprofeno (IBU).
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Fonte: Modificado de www.chemicalize.org [11].

NAP é comumentente utilizado para tratamentos de inflamacgdes e dores,
principalmente em pacientes com reumatismo [25]. Ainda, devido as suas caracteristicas,
ndo eleva ou diminui os riscos de problemas cardiovasculares [26]. Ndo foi encontrada
mencio sobre NAP na Farmacopeia Brasileira, no entanto, a literatura aponta sua baixa
solubilidade em solucdes aquosas [27].

Assim como o IBU, as moléculas de NAP se comportam como 4cido fraco
em solucdo, possuindo um pKa de 4,2 e, portanto, em solucdo com pH 6, 100% de suas
moléculas ja apresentam carga negativa (em forma de anion), conforme pode ser

observado na Figura 9.
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Figura 9 - Distribuicao das espécies (em %) vs pH para a naproxeno (NAP).
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Fonte: Modificado de www.chemicalize.org [11].

A DIP é comumente encontrada na forma de sal de sddio (NaDIP), como p6
cristalino, quase branco e inodoro. Soldvel em 4gua e metanol, pouco soltivel em etanol,
praticamente insoldvel em éter etilico, acetona, benzeno e cloroférmio[8].

DIP, também € conhecida como metamizole, é usada como analgésico e
antipirético. Apds ingestao, o principio ativo conhecido como 4-metillaminoantipirina (4-
MAA) € rapidamento gerado a partir da hidrélise da DIP, vindo a ser absorvido e
biotransformado por reagdes enzimaticas, assim, devido a este comportamento, DIP é
considerada um pro-farmaco [28, 29]. Apesar de ser consumida mundialmente, DIP teve
seu uso restrito e até banido em alguns paises devido aos riscos de reagdes adversas,
principalmente agranulocitose [30, 31].

DIP se comporta como um anion em toda faixa de pH aplicivel em

eletroforese capilar, possuindo um valor de pKa de -1,4, como apresentado na Figura 10.
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Figura 10 - Distribui¢cdo das espécies (em %) vs pH para a dipirona (DIP).
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Fonte: Modificado de www.chemicalize.org [11].

Por sua vez, o AAS € encontrado geralmente na forma de p6 cristalino branco
ou cristais incolores, geralmente inodoro. De ponto de fusdo em torno de 143 °C e pouco
solivel em dgua, muito soldvel em etanol, solivel em éter etilico [8]. O AAS € vendido
comercialmente pelo famoso nome de Aspirina como sendo um fiarmaco com
propriedades analgésicas, antipiréticas, anti-inflamatorias e antiplaquetarias [32].

Uma solug@o que contenha AAS, possui suas moléculas em um equilibrio
acido-base que resulta em um valor de pKa proximo de 3,4 e; portanto, como o préprio
nome da molécula diz, a mesma se comporta como acido. Em solucdo com pH acima de
6, 100% de suas moléculas apresentam carga negativa (em forma de anion), conforme
pode ser observado na Figura 11, a qual apresenta a distribui¢io das espécies de AAS em

funcdo do pH da solucao.
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Figura 11 - Distribuicdo das espécies (em %) vs pH para a acido acetilsalicilico (AAS).
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Fonte: Modificado de www.chemicalize.org [11].

A PIR € um p0 cristalino, branco ou quase branco de ponto de fusdo em torno
de 205 °C, com decomposicdo. Facilmente soldvel em 4gua, pouco solivel em etanol,
praticamente insoldvel em cloroférmio e éter etilico [8].

A PIR pertence ao grupo das vitaminas, conhecida como B6, sendo
comumente encontrada em formulacdes contendo analgésicos ou estimulantes do sistema
nervoso central (SNC) [33]. Devido a estrutura de sua molécula, a PIR possui
caracteristicas anféteras, com dois valores de pKa 5,6 e 9,4. Em relacdo ao pKa 5,6; a
PIR se comporta como uma base fraca, portanto, em solu¢ao com pH em torno de 6, cerca
de 28% de suas moléculas apresentam, no equilibrio acido-base, carga positiva (em forma
de cation). Com o aumento do pH da solucdo, a porcentagem de moléculas na forma
neutra (desprotonadas) vai se elevando e chega a 100 % em pH préximo 7,6, conforme
pode ser observado na Figura 12. Se diminuirmos os valores de concentragdo
hidrogénionica da soluc¢do, resultando em elevacido do pH da mesma, as moléculas de PIR
tendem a deixar a forma neutra e perder um hidrogénio ionizével para assumir a forma
anidnica no equilibrio 4cido-base. Essa dindmica ocorre em pH préximo a 8,4; quando
cerca de 10% de suas moléculas apresentam, no equilibrio dcido-base, uma carga negativa
(em forma de anion). Aumentando ainda mais o valor do pH da solu¢do, a porcentagem
de moléculas na forma negativa atinge 100 % em pH préximo 11, conforme pode ser

observado na Figura 12.
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Figura 12 - Distribuicdo das espécies (em %) vs pH para a piridoxina (PIR).
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Fonte: Modificado de www.chemicalize.org [11].

O ASC (vitamina C) é encontrado isolado na forma de p6 fino, cristalino
branco, ou ligeiramente amarelado. No estado sdlido € relativamente mais estavel ao ar,
mas em solucdo oxida-se rapidamente. Sua solucdo aquosa € limpida e de facil
solubilidade em agua, sendo pouco solivel em etanol e acetona, insolivel em éter etilico,
cloroférmio, éter de petréleo e benzeno. Apresenta faixa de fusdo entre 189 °C e 192 °C,
com decomposigao [8].

O ASC possui moléculas que se comportam como 4cido em solu¢do, gerando
valores de pKa’s de 4,4; 11,2 e 13,7 e, portanto, em solu¢do com pH neutro (= 7), o
equilibrio acido-base esta deslocado para que 100% de suas moléculas apresentem ao
menos uma carga negativa (em forma de anion), em pH 4,4; duas cargas negativas em pH
11,2 e sendo encontrado como anion trivalente em pH 13,7; conforme pode ser observado

na Figura 13.
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Figura 13 - Distribuicdo das espécies (em %) vs pH para a acido ascoérbico (ASC).
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Fonte: Modificado de www.chemicalize.org [11].

O DCEF ¢ encontrado isolado na forma de s6lido em p¢ cristalino branco ou
levemente amarelado, ligeiramente higroscopico. Pouco solivel em agua, facilmente
solivel em metanol, solivel em etanol, muito pouco soluvel em acetona. Faixa de fusdo:
295 °C a 300 °C, com decomposi¢do [8].

O DCF pode ser encontrado em formulagdes farmacéuticas na forma de sal
com trés diferentes contra-ions: sédio, potassio ou dietilamonio. Sais de sdédio e de
potassio sdo indicados para administracdo oral e o sal de dietilamdnio no tratamento
topico de processos inflamatorios [34, 35]. Apesar do diclofenaco de potassio (KDCF) e
do diclofenaco de s6dio (NaDCF) apresentarem o mesmo ingrediente ativo e serem
farmacos de propriedades fisico-quimicas semelhantes, ndo sdo indicados no tratamento
dos mesmos sintomas. O KDCEF € ligeiramente mais soluvel em dgua do que NaDCF [36].
Portanto, o KDCF é rapidamente absorvido pelo organismo e tem eficicia analgésica mais
rapida do que o NaDCF. Assim, o KDCF ¢ indicado para tratar a dor aguda grave,
enquanto o NaDCF € indicado no tratamento de doengas cronicas e prolongadas [37].

O DCF é um anti-inflamatoério nao-esteroidal utilizado mundialmente, sendo
que também tem propriedades antipiréticas e analgésicas. A molécula possui um pKa
préximo de 4 e, portanto, em solu¢do com pH em torno de 3 (uma unidade menor que seu

pKa), cerca de 10 % de suas moléculas ja apresentam carga negativa (em forma de anion).
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Com o aumento do pH da solugdo, a porcentagem de moléculas na forma anionica

(desprotonadas) vai aumentando até 100 % em pH préximo 6, conforme pode ser

observado na Figura 14.

Figura 14 - Distribuicdo das espécies (em %) vs pH para a diclofenaco (DCF).

OH

Diclofenaco

Cl
Cl

100

@
=1

2

B
o

B
o

Distribuigdo das espécies

0 2 4 6 8 10 12 14
pH

o

Fonte: Modificado de www.chemicalize.org [11].

A CAF encontra-se isolada na forma de pd branco ou cristais aciculares
brancos e brilhantes, inodora e de sabor amargo, sublimada facilmente sob a a¢do do
calor. A forma hidratada € fluorescente ao ar. Ligeiramente soliivel em 4gua e etanol,
facilmente soltdvel em cloroférmio e pouco solivel em éter etilico, possuindo faixa de
fusdo: 235 °C a239 °C [8]. A CAF é o alcaloide mais utilizado mundialmente, distribuido
em varios produtos naturais e ainda usado comumente em bebidas e em formulacdes
medicamentosas. Possui distintos efeitos fisiol6gicos como o estimulo do sistema nervoso
central (SNC) e ¢é considerada diurética [38]. Apesar de ndo possuir atividades
analgésicas, a CAF € encontrada facilmente em formulacdes com diferentes farmacos
analgésicos devido as suas propriedades adjuvantes, aumentando em até 40% do efeito
analgésico da droga principal [39]. Este fendbmeno ocorre, provavelmente, devido ao
efeito vaso constritor da CAF, o que reduz o calibre das veias do cérebro e assim,

facilitando a absor¢do de drogas na corrente sanguinea [40].



37
Diferentemente de todas as outras moléculas apresentadas nesta tese de

doutorado, a CAF ndo € ionizavel, ndo possuindo equilibrio quimico do tipo acido-base
na faixa de pH aplicavel em eletroforese capilar de zona (CZE), deste modo, para que se
utilize a CZE na sua determinacdo, algumas modifica¢des sdo requeridas, como por
exemplo, o uso de compostos que, de algum modo, interajam e formem complexo
carregados com a CAF [41, 42]. A distribuicdo das espécies de CAF em solucdo pelo

valor do pH est4 apresentado na Figura 15.

Figura 15 - Distribui¢cdo das espécies (em %) vs pH para a cafeina (CAF).
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Fonte: Modificado de www.chemicalize.org [11].

CAF é encontrada na natureza, nas sementes de café, associada a acidos
clorogénicos, os quais sdo ésteres de acidos trans-cinamicos [43]. Este alcaldide € capaz
de permear livremente através das membranas da parece celular e se acumular no interior

das células pela formacao de complexos com um dos acidos clorogénicos [44].

Comumente o termo complexo € utilizado para descrever as interagcdes entre
um composto quelante e um metal [42]. No entanto, o complexo CAF-clorogenato foi
descrito por Gorter [45] ha mais de um século atrds. Como ndo existe um elemento
metalico central neste tipo de complexo, ele € usualmente formado por interacdes de
hidrogénio ou ainda hidrofébicas. No inicio da década de 70, Hormanand e Viani [46],
com base em estudos de Ressondncia Magnética Nuclear (RMN), propuseram que os

complexos do tipo CAF-clorogenatos deveriam ser descritos como complexos 1:1



38
interacdes hidrofobicamente m-molecular e, por sua vez, Martin e seus colaboradores [47]

propuseram a geometria de interacdo deste complexo. Nesse sentido, com base nos os
estudos, bem-sucedidos, realizados por Nogueira e do Lago [41] em formar o complexo
anionico de interacdes m entre a CAF e o DMX para determinacao deste farmaco por CE,

esta abordagem foi escolhida e utilizada neste trabalho para determinacido de CAF.

Um resumo das propriedades fisico-quimicas das espécies estudadas neste
trabalho estd apresentado junto as suas féormulas estruturais e outras informagdes nas

Tabela 1 e 2.
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Tabela 1 - Estrutura molecular e outras caracteristicas quimicas de PAR, SCO, ORP,

TRA, PRO, COD e IBU [11].

Massa molar

Férmula estrutural Férmula Molecular pKa
(g mol™)
N

PAR /Ej T CsHsNO; 151,16 9,5

HO
SCO C17H21NO4 303,35 ~10,2
ORP Ci1sH23NO 269,38 8.9
TRA Ci6H2sNO2 263,37 9,2
PRO Ci17H20N2S 284,42 9,1
COD CisH21NO3 299.36 9,2
IBU JVQ/L(O Ci3H1502 206,28 4.8

OH
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Tabela 2 - Estrutura molecular e outras caracteristicas quimicas de NAP, DIP, AAS,

PIR, ASC, DCF e CAF [11].

Massa molar

Férmula estrutural Férmula Molecular pKa
(g mol'l)
CH,
OH
NAP C1sH1403 230,26 42
H,CO ©
9 N
DIP Ty C13H16N3NaO4S 333,34 1.4
0 | I
@) OH
AAS 0\[40 CoHgO4 180,16 3.4
CHsj
OH
OH
OH 56 e
PIR = CsH11NO3 169,18
| 9,4
NS
N
HQ H
Ho. ~_:-9__0 44 e
ASC CsHsOs 176,12
— 11,6
HO OH
NH
DCF & - Ci14H11CuNO2 296,15 4.0
(@)
CAF CsH10N4O2 194,19 -0,9

e
N N o
]
N e
/ CHs
H4C o
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1.2 Determinacao de farmacos

Por ser um medicamento de facil acesso, varias vezes associados a outras
drogas licitas ou farmacos, os quais podem ser utilizadas em casos patoldgicos extremos,
e ainda terem poder de droga de abuso, a andlise (controle de qualidade) de formulacdes
farmacéuticas contendo PAR e outros principios ativos € desejavel.

E possivel encontrar varios métodos, baseados em eletroforese capilar (CE),
na literatura para determinacdo de PAR, seja deste principio ativo isoladamente ou
simultaneamente com outros farmacos/metabdlitos, em distintas matrizes como amostras
de fluidos bioldgicos bem como formula¢des farmacéuticas. PAR foi determinado na
presenca de seus principais metabdlitos, em urina e soro sanguineo, por CE com detec¢do
por ultravioleta com rede de diodos (UV-DAD) acoplado a deteccdo de espectrometria
de massas (MS) [48]. Ainda, CE com detec¢do com UV-DAD também foi utilizada com
sucesso para determinacdo de PAR na presenca de dextrometorfano, fenilefrina e
clorofeniramina, em medicamentos [49]. Em formulacdes farmacéuticas, PAR foi
determinado em conjunto com p-aminofenol, em um sistema CE com detec¢do
amperométrica com eletrodo de trabalho de disco de carbono [50] e em um sistema de
CE por microchip com eletrodo de trabalho de platina [51]. Também foi reportado na
literatura a detec¢do indireta de PAR, em medicamentos, pelo uso de luminol no eletrdlito
de corrida (BGE) [52], com deteccao UV [53], e na presenca de cetirizina e
fenilpropanolamina [54]. Ainda utilizando deteccdo UV, PAR foi determinado
juntamente com CAF e propifenazona em amostras de medicamentos [55] com adi¢do de
dodecil sulfato de sddio (SDS) ao BGE. O uso de SDS no BGE também foi utilizado com
sucesso para determinar PAR e AAS em amostras de plasma humano [56]. A
determinagdo de PAR também ocorre com outros métodos que nao seja CE, como por
exemplo, a determinacao de residuos de PAR e outros 8 farmacos, em amostras de agua,
por HPLC-MS [57]. Um resumo comparativo das caracteristicas do método de
eletroforese capilar com deteccdo condutométrica sem condato (CE-C*D) utilizado neste
trabalho e dos métodos baseados em CE para determinacdo de PAR encontrados na
literatura € apresentado na Tabela 3.

De acordo com a Farmacopeia Brasileira, os métodos para se determinar PAR
sdo basicamente analise do espectro de absor¢do no infravermelho, absor¢dao no ultra
violeta (UV) e um método colorimétrico [8]. Ja para ORP, COD e NAP ndo foram

encontradas mencdes na Farmacopeia Brasileira. Por sua vez, TRA e IBU sao
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determinados por espectrofotometria de absor¢cao no infravermelho e espectrofotometria

de absorcdo no UV-vis. Para PRO, os métodos sido basicamente absorcdo no
infravermelho, um método colorimétrico e reacdes de identificacdo de fenotiazinas. No
caso da SCO sao basicamente absorcao no infravermelho, um método colorimétrico e um
cromatografico, enquanto para DIP sdo relatados dois métodos colorimétricos. Para o
AAS foram relatados analise por absorcdo no infravermelho, um método colorimétrico e
dois métodos fundamentados em derivatizagdes. Para o DCF sao apresentados os métodos
empregando absorcdo no infravermelho, absor¢do no UV, cromatografia em camada
delgada e um método colorimétrico. Para o ASC sdo relatados absor¢do no infravermelho
e um método colorimétrico. PIR deve ser determinada por absor¢do no infravermelho,
absorcao no ultravioleta e um método cromatogréfico. Por ultimo, para determinar CAF
¢ relatado absorcao no infravermelho e dois método colorimétricos [8].

Tais farmacos vém sendo utilizados hé varias décadas e, por este motivo,
varios métodos, bem como artigos de revisdo sdo reportadas na literatura com
informagdes sobre métodos de determinag¢do de cada firmaco isoladamente. Portanto,
seria dificil tentar citar todos os trabalhos de cada farmaco separadamente, desta forma,
sdo citados nesta tese apenas alguns destes. Um 6timo exemplo deste fato € o caso do
ASC, o qual é possivel encontrar na literatura métodos de determinagdo, em produtos
alimenticios, desde 1976 até 1981 [58], bem como de 1986 até 1992 [59], entre outros.
Mais recentemente, para essa vitamina, encontramos referéncias sobre as vantagens da
determinagdo de ASC por injecdo em fluxo [60] bem como as vantagens e desvantagens
do uso de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) para determinacdo de ASC e
seu produto de degradacdo, o 4cido dehidroascérbico [61] e ainda métodos eletroquimicos
para determinacao da vitamina C [62].

O mesmo exemplo pode ser aplicado ao AAS, sendo reportados na literatura
métodos cromatograficos [63-66], espectrofotométricos [67-69] e eletroforéticos [70-73],
entre outros. Como métodos para determinacdo apenas de PAR, em distintas matrizes
com seus metabdlitos, se destacam os métodos espectrofotométricos [74-82],
cromatogréficos [83-86], eletroquimicos [87-91] e CE [92-94]. Para DIP, temos também
uma quantidade satisfatoria de trabalhos com os mais distintos métodos [95-100].

Ja para a determinagdo de DCF em amostras de medicamentos, entre as
técnicas usadas para este fim, podemos destacar a espectrofotometria [101-105],
cromatografia liquida [106-108], CE [109, 110], eletroquimica [111-114], espectroscopia

Raman [115], fluorimetria [116, 117] e gravimetria [118]. Para COD, sdo encontrados
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métodos cromatograficos para isolar a mesma de compostos como morfina e outros

opidceos [119, 120], e métodos eletroquimicos [121-123]. Enquanto para a SCO sao
reportados métodos cromatogréficos e eletroquimicos [124-127].

Em menor quantidade temos métodos para determinacdo de drogas mais
novas (quando comparadas, como por exemplo, com 0o AAS). S3o reportadas uma gama
de métodos eletroquimicos para o NAP [128-134] e também método cromatogrifico
[135] e espectrofotométricos [136-138]. Métodos eletroquimicos para determinar
simultaneamente NAP e PAR [139, 140]. Para a determina¢do de IBU alguns métodos
cromatograficos e eletroquimicos [141-148], e também outros estudos para determinagao
simultanea de PAR e IBU [149, 150], bem como pra CAF e IBU [151] e CAF e PAR
[152], e ainda, recentemente cinco métodos para determinagdo simultinea CAF, PAR e
IBU sendo dois deles espectroscopicos com auxilio de quimiometria [149, 153], dois
deles por HPLC [154, 155] e um por CE [154].

Em busca de acompanhar a evolucdo da industria farmacéutica, bem como
das técnicas e métodos analiticos no sentido de se aferir estes com melhor eficicia, é
imperativo que ocorram desenvolvimentos de novos métodos de determina¢do simultinea
de farmacos (economia de tempo e solventes). Neste ambito, varios métodos para
determina¢do simultanea dos compostos citados anteriormente com PAR sdo propostos
na literatura.

Como exemplos para determinacdo simultanea de PAR e outros farmacos,
temos a ocorréncia de, PAR, CAF e DIP sendo analisados simultaneamente em 8 minutos
por cromatografia [156] enquanto para PAR e DIP temos métodos eletroquimicos [157,
158]. Outros métodos cromatogréficos sdo reportados para PAR, CAF, e AAS [159-164]
bem como métodos eletroquimicos [165, 166]. Enquanto apenas para PAR e AAS temos
métodos por espectrofotometria UV-vis [167]. Por sua vez, PIR é determinada
simultaneamente com PAR em um método baseado em cromatografia que também
determina AAS, CAF, COD e tiamina [168] Alguns trabalhos em eletroquimica reportam
determinacio simultanea de ASC e PAR [40, 169-176]. Podemos ainda destacar métodos
para determinacao simultinea de PAR e DCF [177-181].

No caso de trabalhos descrevendo a determinacio simultinea de PAR e TRA
temos tanto métodos cromatograficos [15, 182-184] quanto eletroquimicos [15, 183, 185,
186], e também um método espectrofotométrico com auxilio de quimiometria [187] e
uma analise rapida (< 1 minuto) por CE-UV, utilizando uma solu¢do de tetraborato de

sodio como tampao de corrida em pH 9,8 [188]. Ja para PAR e PRO, foram encontrados
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métodos cromatograficos [189, 190] e espectrofotométricos [191, 192] na literatura. Da

mesma forma, poucas ocorréncias sao encontradas na busca por determinacao simultinea
de ORP e PAR [14, 193-196]. Por dltimo, temos alguns trabalhos com deteccdao
eletroquimica [175, 197, 198], térmica [199], espectrofotométrica [200] e por CE [201].
Até a presente data, ndo existe trabalho publicado em que PAR e SCO sao determinados
simultaneamente, constantes nos mecanismos de busca das bases de dados dos portais de
pesquisa “Web of Science”, “PubMed”, “Scopus” e “Google scholar”,.

Como pode ser visto anteriormente, existem véarias formulacdes contendo
PAR e outros firmacos e deve-se atentar que, devido a existéncia de uma grande diferenca
na quantidade de PAR e cada um dos outros principios ativos nas formulacdes comerciais,
permanece o desafio de se realizar a determinacdo simultdnea em uma unica etapa. A
relacdo de concentracdo comumente encontrada entre os principios ativos PAR:SCO,
PAR:TRA, PAR:PRO, PAR:COD e PAR:ORP ¢ de 50:1; 9:1; 50:1; 17:1 e 13:1;
respectivamente. Quantidades menores, em propor¢do, sdo observadas para PAR:IBU;
PAR:NAP; PAR:DIP, PAR:AAS, PAR:PIR, PAR:ASC e PAR:DCF, sendo elas 1,6:1;
1,2:1; 1:1,5; 2:1, 5:1, 7:1 e 7,5:1, respectivamente. Ainda, geralmente para CAF a
quantidade em massa € de 10 vezes menor do que a de PAR.

Apesar de varios métodos disponiveis na literatura, o uso de eletroforese
capilar como uma alternativa para a determinacao simultanea de PAR e outros principios
ativos em medicamentos € muito atrativa por ser mais rapida (tempos inferiores a dois
minutos) e simples (preparo de amostras soliveis apenas por diluicdo em dgua) além de
apresentar custo menor do que as outras técnicas citadas anteriormente (por exemplo,

HPLC).
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Método BGE Tempo LOD? Faixa linear ? Deteccao Matriz
50 mmol L' NH4OH/acetato de amonio Urina:13,23 PAR e matabdlitos em
[48] 4 min 49,6-992 UV-MS
(pH 9,8) Soro: 3,31 urina € Soro
12 mmol L' Na,B4O7 + 44 mmol L! PAR e p-aminofenol
[50] 150s 1,4 5,0-1000 Amperometria
KH,PO, (pH=7,2) em medicamentos
[52] 30 mmol L' Borato de sédio (pH 9,4) 6 min 0,56 x 103 0,66x 103-66 x 10  Quimiluminescéncia  Medicamento e urina
40 mmol L' Na;:B4O7+ 125 mmol L' 11,7
[53] - - uv Medicamentos
lauril sulfato de s6dio min
[54] 10 mmol L' Na,B4O7 (pH 9,0) 6,8 min 3,97 66,1-6615,4 Uuv Medicamentos
PAR e p-aminofenol
[51] 20 mmol L' tampdo acetato (pH 6,0) 35s 5 10-500 Amperometria _
em medicamentos
20 mmol L' tampdo borato + 30 mmol L PAR e CAF em
[55] 5,1 min 3,97 13,2 -1323,1 Uv
SDS (pH 9,0) medicamentos
60 mmol L' tampdo borato + 200 mmol PAR e AAS em plasma
[56] 11 min - - uv
L'SDS (pH 10,0) humano
PAR e 3 farmacos em
[49] 100 mmol L' tampao Na,HPO4 (pH 8,0) 6,9 min 81,63 330,7 — 3969,2 UV-DAD :
medicamentos
20 mmol L' B-alanina + 4 mmol L' NaCl PAR e 4 farmacos em
CE-C‘D 122 s 1,6 100-15000 C‘D

+ NaOH (pH 9,6)

medicamentos

Fonte: Autor (2017).
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1.3 Breve historico sobre eletroforese capilar

A eletroforese capilar (CE) pode ser descrita como o fendomeno de
movimentacdo de determinadas espécies, sejam moléculas ou dtomos carregados, sob o
efeito de um campo elétrico. O responsével por sua introdugdo foi Arne Tiselius, em 1937
[202]. Neste trabalho foi apresentada a separacdo, sob a acdo de um campo elétrico, de
uma mistura proteica em tubos contendo solucdes tampao. Desde o inicio dos estudos e
até hoje, esse tipo de abordagem de eletroforese em solucdo livre apresentou certas
limitag¢des na eficiéncia de separacdo causadas pelo aquecimento da solucdo proveniente
do efeito Joule [203, 204]. A partir da sua introducdo, a técnica de eletroforese foi
utilizada em géis de agarose ou polimeros do tipo poliacrilamida, sendo chamadas de
eletroforese em placas de gel (do inglés slab gels electrophoresis) e, apesar de usadas
ainda hoje, e de serem consideradas de baixa eficiéncia e longos tempos de analise, sdo
aplicadas a separacdo de macromoléculas como proteinas. Novamente, o efeito Joule
pode ser a razdo para a baixa eficiéncia na separacdo de espécies nesta modalidade de

eletroforese.

O efeito Joule pode ser descrito como a elevacdo da temperatura causada pela
passagem de uma corrente elétrica através de um material com baixa resistividade [204].
O calor produzido € proveniente do trabalho de se transportar as cargas através do
material, por um periodo de tempo. A causa do aquecimento se deve pela colisdo dos
elétrons com os atomos do material de baixa resistividade, e nesses choques, a energia
cinética (momento linear) passa para a estrutura do condutor aumentando a sua energia
cinética (vibragdo) e por consequéncia gerando uma elevacdo da temperatura [203].
Depois de aproximadamente trés décadas de sua introducdo por Tiselius, outro
pesquisador chamado Hjertén [205] prop0s modificacdes na esséncia da técnica com
intuito de melhorar a eficiéncia de separacao. Neste trabalho, foi proposto um sistema em
tubos abertos e giratorios para minimizar os efeitos de convecgao. Tais tubos possuiam
calibres muitas vezes superiores aos atuais, nao sendo considerados como tubos capilares,
pois os didmetros internos eram da ordem de milimetros, enquanto atualmente essa escala

esta na ordem de micrometros [206].

No final dos anos 1970, os estudos sobre eletroforese ganharam novamente
forca na tentativa de se desenvolver uma técnica de separacdo de alta eficiéncia. Tais

estudos focaram tanto em aprimorar a instrumentagdo existente quanto em melhorar a
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parte tedrica da eletroforese, visando compreender os fendmenos envolvidos. O trabalho

desenvolvido por Mikkers et al. [207] foi um dos que mais contribuiu para tal fato, pois
descreveu os fendmenos causadores da eletrodispersdo em bandas. No entanto, o maior
avango em dire¢do a eletroforese capilar se deu nos estudos pioneiros realizados por
Jorgenson e Lukacs [208, 209], que utilizaram capilares de silica fundida com um

diametro interno de 75 pum.

Ao se migrar de capilares com diametro interno da ordem de milimetros para
a ordem de micrometros foi possivel minimizar o efeito Joule que afetava a eficiéncia
desta técnica. Atualmente, o pequeno diametro interno dos capilares utilizados em CE,
apresenta uma relacdo favoravel entre o volume e a area superficial do capilar, o que
favorece a dissipacdo de calor e permite a aplicacdo de campos elétricos mais elevados.
Desta forma, diminui-se drasticamente os tempos de analise com o aumento da eficiéncia
da separacdo. Apesar da notavel evolu¢do na técnica, tanto a eletroforese tradicional
proposta por Tiselius, quanto a eletroforese capilar de zona (CZE) sdo fundamentadas no
mesmo principio de que espécies diferentes e carregadas, submetidas a um campo

elétrico, migram de formas distintas umas das outras.

Com as evolucdes e melhoras da técnica, a CE despertou interesse de varios
grupos de pesquisa no mundo, elevando consideravelmente sua aplicabilidade, podendo
ser utilizada na separagdo desde ions inorganicos até macromoléculas, englobando deste
modo, praticamente todas as 4reas relacionadas as ciéncias naturais. Um dos atrativos que
se destacam nesta técnica € o fato da instrumentagao necessaria ser relativamente simples,
o que levou a muitos grupos a construirem seus proprios equipamentos, como € o caso do

equipamento usado na realiza¢do do presente trabalho.

Além disto, outros fatores atrativos sdo os baixos custos do equipamento e da
manutencao, por utilizar pequenos volumes de reagentes, principalmente se comparado
com cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Ainda, pode ser considerada muito
versatil uma vez que com apenas um tnico capilar € possivel separar classes de compostos
completamente distintas, apenas trocando o eletrdlito de corrida (BGE). E, talvez o mais
atraente de todos os fatores, os tempos de andlise em geral sdo bem reduzidos quando

comparados com outras técnicas de separacao.

No entanto, como qualquer outra técnica, a CE possui algumas limitacdes,

como elevados limites de deteccio (LOD) na ordem de 107 a 10° mol L, quando
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acoplada a deteccdo condutométrica sem contato acoplada capacitivamente (C*D), nio

sendo capaz de analisar tragos (sem etapas de pré-tratamento de amostras ou pré-
concentracdo), e deste modo ha uma limita¢do na variedade de matrizes nas quais esta
técnica pode ser aplicada. E ainda uma dependéncia extrema com os valores de pH do
BGE, que gera a necessidade de se possuir um tampao estivel e com boa capacidade

tamponante.

1.4 Teoria basica da eletroforese capilar

A técnica de CE se fundamenta quando uma espécie carregada (cition ou
anion) € submetida a um campo elétrico, e desta forma tal espécie migrara pelo sistema
capilar com uma velocidade (v;) que é diretamente proporcional ao campo elétrico

aplicado (E), como pode ser visto na Equacado 1 [210].

U = (.uep + Ueo) E (D

Para CE, ao se dizer espécie carregada eletricamente nao se deve pensar em
apenas um unico ion, mas sim em um conjunto de espécies, constituida de varias cargas,
sejam elas positivas ou negativas, e também por moléculas neutras, todos participando do
equilibrio quimico 4cido-base dindmico. A diferenca de potencial aplicada que gera o
campo elétrico (E) se distribui por todo o capilar e afeta todas espécies dentro deste. Como
o equilibrio é dinamico, uma molécula que se encontrava neutra, se carregard, tornando-
se um fon para em outrora voltar a ser neutra, e assim por diante. Desta forma, todo o
grupo de moléculas daquela espécie (“plug” de amostra), regidos por uma constante de
equilibrio (Ka) migra, pelo interior do capilar durante a aplicacdo do campo elétrico.
Quanto maior o somatério da carga das espécies, maior serd a resposta ao campo elétrico
aplicado. Essa resposta, chamada de mobilidade eletroforética, (), , € governada ainda
por outros fatores como: f (coeficiente de atrito - diretamente proporcional ao tamanho
do ion e a viscosidade # do eletrdlito de corrida), z (nimero de cargas elementares do ion)
e e (carga elementar) (Equacdo 2) [211].

zZXe 2
Hep = f @)
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Ao se dizer que ha uma proporcionalidade do somatorio da carga das espécies

ndo se deve considerar as cargas individuais (valéncias), mas sim na carga total das
espécies que sao regidas pelo equilibrio dindmico, sendo distribuidas de acordo com seu
pKa (mais carregadas ou menos carregadas) em funcdo do pH da solu¢do. A carga
(espécie monovalente) ou cargas (espécies bivalentes ou com mais valéncias) individuais
de cada espécie também tem influéncia na mobilidade eletroforética pois determinam o
tamanho do raio. No entanto, devemos destacar que, o raio que determinard o tamanho
do fon sera o raio hidratado (solvatado) e ndo o raio idnico, assim os equilibrios que
envolvem solvatagdo influenciardo a mobilidade eletroforética das espécies. Entdo, a

Equacdo 2 pode ser reescrita na Equagao 3.

_zXe (3)
~6mrn

Uep

Por sua vez, a mobilidade eletrosmética (u.,, Equacdo 4) € governada pela
permitividade da solugdo, &,, pela permitividade do vécuo, &,, pelo potencial zeta, {, e
pela a viscosidade dindmica da solugdo, #. Com a aplicacdo de um potencial E, a

velocidade eletrosmotica v,, € dada pela Equacdo 5 [210].

& X &y X ¢ @)
Heo = T
Veo = Heo X E )

Ainda, existe uma mobilidade que estd relacionada a presenca de carga,
chamada mobilidade efetiva. As espécies existentes em equilibrio, tanto no BGE quanto
no “plug” de amostra, estardo com uma por¢do ndo ionizada (com mobilidade
eletroforética zero por ndo possuir carga), e outra fracao destas moléculas coexistird com
carga (com um valor especifico e particular de mobilidade eletroforética). Entdo, a
mobilidade eletroforética efetiva (i,r) de uma espécie nada mais € do que a somatoria
das mobilidades eletroforéticas de todas as n espécies relacionadas entre si por equilibrios
quimicos e suas fracdes molares (a), considerando a distribuicdo destas moléculas
(Equacao 6). De modo andlogo a velocidade eletrosmética, ao se aplicar um potencial E

teremos a velocidade eletroforética efetiva v, s da Equacado 7 [210].
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= (6)
MHer = z aj X U;
j=1
Uef = Hef X FE (7)

Os conceitos de per € Ver sdo de fundamental importéncia, pois a separagao
das espécies (resolu¢do) com mobilidades eletroforéticas semelhantes € possivel através
da modificac@o dos valores da fragdo molar « pela escolha adequada do pH do BGE ou
pela adicdo de determinado complexante a0 mesmo, como por exemplo, no caso do uso
de éter coroa para separar K* de NH4" [212] ou ainda quando se usa o acido 3,4
dimetoxicinamico (DMX) para gerar um complexo carregado anidnicamente com a CAF
[41]. Desta forma, através da manipulacdo de sua distribui¢io via pKa ou via constantes
de estabilidade do complexo formado, € possivel separar espécies com tempos de

migracao muito préximos.

Outro fenOmeno que afeta intrinsicamente a migracdo de espécies em
algumas modalidades de CE € o fluxo eletrosmoético (EOF). Tal fendmeno se manifesta
quando ha uma dupla camada elétrica formada entre a soluc@o do eletrélito de corrida
(BGE) e a parede interna da coluna capilar usada na separacao [210]. Distintos materiais
que sdo utilizados na fabricacdo destes capilares sdo capazes de formar tal dupla camada
elétrica na sua superficie interna ao serem preenchidos com solucdes com alguns
parametros especificos, como elevados valores de pH para capilares de silica e a presenca
de aditivos na composi¢do do BGE, como cloreto de poli-(di-alil dimetil amonio) ou

hexadecanosulfonatos para capilares de politetrafluoretileno (PTFE) [213, 214].

O EOF ocorre devido a certos parametros do meio que favorecem a adsorc¢ao
de moléculas ou ions carregados ou principalmente da propria ioniza¢do da superficie do
material que pode ser de silica fundida, vidro de borosilicato ou ainda PTFE (Teflon®)
[215]. Especificamente para capilares de silica fundida, constituida por SiO», material
mais amplamente utilizado na fabricacdo dos capilares para CE, a formacdo da dupla
camada elétrica ocorre pela presenca de varios grupos silandis residuais (SiOH) na
superficie interna do capilar. Tais grupos se comportam como acidos relativamente fracos
(pKa~6) e, de acordo com pH do meio (BGE), estes grupos poderdo estar totalmente

desprotonados ou parcialmente/totalmente protonados [210, 215]. A Figura 16 mostra o

efeito do pH sobre a mobilidade do EOF em capilares de diferentes materiais.



51
Figura 16 - Efeito do pH na mobilidade do EOF em capilares de diferentes materiais.

Borosilicato

Silica

pH
Fonte: Modificado de [210].

A ionizagdo (desprotonacdo) dos grupos silandis (considerado como acido
fraco) no interior do capilar de silica fundida se inicia em pH > 3 e atinge seu maximo em
pH > 8. Espécies constituintes do BGE que possuirem cargas positivas tenderao a se aderir
eletrostaticamente a parede do capilar com intuito de manter a eletroneutralidade do
sistema, criando uma primeira dupla camada que € fortemente aderida a parede do capilar,
e, mais distante, uma dupla camada difusa com uma interagdo mais fraca com a parede

do capilar [215].

A aplicac@o de um potencial elétrico longitudinal (aliado ao didmetro interno
do capilar) desencadeia a migragdo dos ions que constituem o BGE envolvidos na
formacdo da dupla camada elétrica, especificamente da dupla camada difusa, para os
polos de carga oposta, uma vez que os ions mais proximos da parede do capilar ndo
migram. Este fendmeno € chamado de EOF normal e ocorre quando em capilares de silica
sem aditivos ou modificadores. Assim, ocorre uma migra¢do liquida maior de cations (Uef
+ Ueof) €m direcdo ao catodo comparada a migracdo liquida de anions (Uef - Meof) €m

direcdo ao anodo.

Na determinac@o de anions é comum inverter a direcio do EOF para obter
melhor resolugdo e aumentar a velocidade da analise. Quando o intuito é a determinacao
de anions de elevada mobilidade eletroforética, como o CI, a inversdao do EOF é

fundamental para que a analise (anions podem ter velocidade similar ou até serem mais
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rapidos que o EOF). Um dos métodos mais utilizados na inversdo do EOF ¢ a adi¢do de

surfactantes, geralmente tensoativos catidnicos, ao BGE. Os derivados de sais
quaternarios de amonio de cadeia longa como o brometo de cetiltrimetilamo6nio (CTAB,
do inglés “cetyltrimethylammonium bromide™), apresentam propriedades que causam
modificagdes na superficie interna do capilar e satisfacam a inversao do EOF.

Enquanto o capilar sem modificacdo se encontra carregado negativamente
(pH > 3), ao se adicionar um inversor (surfactante catidonico), uma camada fortemente
ligada formada por semi-micelas é adsorvida na superficie interna do capilar, carregando
esta parede interna com cargas positivas. Deste modo, contrariamente ao EOF normal, os
anions do tampao passam a fazer parte da dupla camada elétrica, e aqueles que compdem
a porcao da dupla camada difusa, sob a acdo do campo elétrico, se movem em direcao ao
anodo (polo positivo). Outra modificacio no sistema para se trabalhar com a inversao do
EOF seria de se aplicar um campo elétrico, E, com sinal invertido (modo positivo) e

assim, se faz possivel o EOF invertido (Figura 17).

Figura 17 — Esquema ilustrativo da composicao da superficie interna do capilar com EOF

normal (A) e com EOF invertido (B).
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Fonte: Modificado de [216].

Por se tratar de um fluxo com perfil planar, o EOF proporciona ao sistema CE
uma menor dispersdao de bandas por acao do fluxo. Em anélises na presenca de EOF, a

mesma ¢ livre do efeito de parede presente no fluxo laminar gerado quando se tem fluidos
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impulsionados sob pressdao através de uma tubulacdo, como andlises por HPLC

(Figura 18). Desta forma, o sistema CE com a existéncia de EOF possui uma caracteristica
positiva, pois pode proporcionar a esta técnica maior eficiéncia de separacdo quando
comparado ao sistema CE sem EOF e até mesmo ao sistema HPLC.
Figura 18 - Perfis dos fluxos eletrosmético (a) e laminar (b), e suas correspondentes
zonas de amostras.

Fluxos

Fluxo eletrosmotico Fluxo laminar

a) b)

Sinais de resposta

Fonte: Modificado de [210].

Caso a composicao do conjunto BGE e capilar escolhidos para ser usada nos sistemas
CE (tipo de capilar e pH do BGE) apresentem propriedades que possibilitem a existéncia
do EOF, a migracdo das espécies ndo residira apenas nas suas proprias mobilidades, pois
a essas serd somada ou subtraida a mobilidade do EOF. Assim, o tempo que as espécies
levam para percorrer um determinado comprimento de capilar é determinado pela sua
velocidade aparente (Vgy), como exposto na Equagdo 8, a qual corresponde a soma das
suas velocidades efetivas (v,f) € da velocidade do EOF (vggp). Similar a um vetor, o
sinal da vgor € dependente da direcdo da mesma, adquirindo um sinal positivo caso tenha
a mesma dire¢do da v,y, € negativo, caso seja em dire¢do oposta. Considerando o EOF
normal, 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.
Vap = Vef t Vgor ®)

Outras variaveis além do EOF, podem desempenhar efeitos positivos ou negativos

no sistema CE. A Tabela 4 apresenta o efeito de algumas varidveis em cada caso.
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Tabela 4 - Efeito de algumas varidveis no desempenho de um sistema de CE.

Variavel

Efeito

Campo elétrico

pH do BGE

Forca ionica

Temperatura

Modificadores
organicos

Surfactantes

Polimeros neutros
hidrofilicos

Ligacoes Covalentes

Afeta proporcionalmente a vggp, eficiéncia, resolugdo,
temperatura e, inversamente, o tempo de andlise.

Influencia diretamente na ionizacdo da parede interna do
capilar, e por sua vez, no potencial zeta ({), assim
modificando a seletividade do sistema. Além de modificar a
distribuicao dos analitos de acordo com seus pKas.

Afeta inversamente o { e o EOF, pois promove a compressao
da dupla camada elétrica. Ainda, afeta proporcionalmente a
corrente do sistema, levando a maior presenca do efeito
Joule.

O descontrole promove variacdo de 2 a 3 % na viscosidade
da solucdo podendo afetar o EOF e a repetibilidade do
sistema.

Afetam a viscosidade e o potencial zeta ({) podendo afetar a
seletividade do sistema e geralmente diminuem o EOF.
Dependendo de sua volatilidade podem causar bolhas no
sistema quando da intensificacdo do efeito Joule.

Através de interacdes iOnicas e/ou hidrofébicas, adsorvem na
superficie interna do capilar. Surfactantes anidnicos podem
intensificar o EOF, enquanto surfactantes catidnicos podem
suprimir e/ou mesmo inverter o sentido do EOF.

Suprimem o EOF, ja que aumentam a viscosidade e recobrem
a superficie interna do capilar, podendo causar oclusdo de
suas cargas.

Modificar quimicamente a superficie interna do capilar afeta
a estabilidade do sistema, podendo eliminar o EOF.

Fonte: Modificado de [210].

Uma das aplicabilidades da CE € determinar valores de pKa de analitos.

Varios métodos sao descritos na literatura e o procedimento de Fuguet E. ef al. [217] é

relativamente simples de ser implementado.

A base matematica do procedimento utilizado € que mobilidade eletroforética

efetiva (u.y) de um acido monoprético pode ser expressada como fun¢@o da sua constante
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acida (e, por conseguinte, pelo logaritmo desta constante 4cida) e do pH do BGE
(Equacao 9) [217]:

— M- ©)
Her = T4 10pKa—pH

Esta equacdo pode ser rearranjada para se obter a Equacdo 10:

Her

Tais valores de mobilidade sao calculados diretamente a partir dos tempos de

migragdo do analito (tm) € o tempo de migracdo do sinal do EOF (to) pela Equacao 11:

_LrLp ( 1 1) (11)
tm to

"TTE

Em que: L7 e Lp sdo respectivamente os comprimentos total e efetivo do

capilar (cm), E € o potencial aplicado (kV), £, € o tempo de migrac@o do analito (s) e 7o 0
tempo de migracao do EOF (s).

Quando um padrao interno (PI) € utilizado, duas equacdes sdo obtidas a partir

da Equacdo 10, uma para a espécie de pKa desconhecido (pKap) e outra para o PI. Se

uma for subtraida da outra e rearranjada, temos a seguinte expressdo, apresentada na

Equacdo 12, ndo dependente do pH:

pKaD :pKaPI -|—log <M> _ lOg <uA—PI - Uefm)

Hef D Hef PI (12)

Para esta Equacdo 12 sdo necessarias apenas as medidas de mobilidade
efetiva (u.) e mobilidade limite (u4.). Estes valores podem ser obtidos pela injecdo de
uma solucdo contendo ambos os compostos em um sistema CE com BGE com valor de
pH no qual ambos os compostos estdo completamente ionizados (mobilidade limite, t4-)
e, em seguida, injetados em um BGE com valor de pH no qual estdo apenas parcialmente

ionizados (mobilidade efetiva, ).
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1.5 Modalidades eletroforéticas de analise

Dentre as modalidades de separacdo existentes em CE, a eletroforese capilar
de zona (CZE, “capillary zone electrophoresis”’) € uma das mais utilizadas devido a sua
simplicidade, no entanto, justamente devido a essa caracteristica, este modo de separacdao
ndo permite certas analises ou separacdes, como por exemplo de espécies com valores de
pKa muito préximo. Devido a este fato, pequenas modificagdes sdo propostas baseadas
em CE para que se tenha maior versatilidade e assim superar tais limitacdes. As variacoes
propostas para CZE, tem como finalidade, por exemplo, aumentar a eficiéncia na
separacdo, sendo algumas vezes superiores a CZE tradicional e outras técnicas ou até
mesmo exclusivas de cada modalidade. Dentre as modificacdes, temos a cromatografia
eletrocinética micelar (MEKC, “micellar electrokinetic chromatography”), eletroforese
capilar em gel (CGE, “capillary gel electrophoresis™), eletrocromatografia capilar (CEC,
“capillary electrochromatography”), isotacoforese (CITP, “capillary
isotachophoresis”), focalizagdo isoelétrica (CIEF, “capillary isoeletricfocusing”) e

eletroforese capilar de afinidade (ACE, “affinity capillary electrophoresis ™).

1.5.1 Eletroforese capilar de zona (CZE)

Dentre os modos de separacdo desenvolvidos ao longo dos anos em CE, a
CZE (também conhecida como eletroforese capilar em solugdo livre) pode ser
considerada como sendo a mais simploria e, a0 mesmo tempo, a mais amplamente
aplicada, justamente devido a facilidade de sua implementacdo e de otimizacdo dos
parametros experimentais. A modalidade de CZE tem fundamento apenas nas diferencas
entre as mobilidades eletroforéticas de espécies carregadas (cations ou anions).
Geralmente, sua implementagao € realizada em BGEs aquosos ou organicos, podendo
ainda ser misturados a complexantes, alterando as mobilidades dos analitos pela interacdao

direta [211, 218].
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1.5.2 Cromatografia eletrocinética micelar (MEKC)

Em busca de melhor eficiéncia, Terabe e seu grupo iniciaram os estudos que
culminaram na fundamentacao da MEKC em 1984 [219], focando a separacao de analitos
neutros com uso de agentes tensoativos i0nicos, como o dodecilsulfato de sédio (SDS).
Tal reagente é normalmente utilizado como detergente pela capacidade na formacdo de
micelas e ao ser adicionado ao BGE, proporciona a forma¢do de um sistema
cromatografico de duas fases (0 BGE e as micelas). Desta forma, o BGE migra pela acéo
do campo elétrico, enquanto as micelas, por sua vez, sao transportadas pela combinagao
entre o campo elétrico e a eletrosmose. Assim, devido a existéncia de duas fases distintas,
a separacdo dos analitos sem cargas ocorre devido a diferenca dos coeficientes de particao
entre a fase do BGE e a fase das micelas [218]. A MEKC € um caso especifico da
cromatografia eletrocinética (EKC), na qual ou os analitos ou a fase dispersa devem
possuir carga, e neste caso a fase dispersa no capilar é a fase micelar [211]. Ainda podendo
existir a modalidade de cromatografia eletrocinética em microemulsao (MEECK), a qual
nada mais € do que um caso especial da MECK, na qual uma microemulsio € empregada

como fase dispersa [211].

1.5.3 Eletroforese capilar em gel (CGE)

Esta modalidade de CE € fruto da adaptacdo da eletroforese classica em placas
de gel para capilares, obtendo como vantagem resultados quantitativos com melhor
exatiddo e precisdo. Ainda, devido a possibilidade de automacao do processo se tem como
vantagem um aumento da frequéncia das analises. A técnica CGE € muito aplicada
especialmente na separacio de DNA. Essa modalidade de eletroforese pode ser
considerada como um caso especial da eletroforese capilar de peneiramento (CSE), a qual
se baseia em se utilizar um meio peneirador como, por exemplo, uma rede de polimeros
lineares e emaranhados [211]. Neste modo de separacdo, um gel contendo ligacdes
cruzadas é utilizado para preencher o interior do capilar, ocorrendo a separacdo dos
analitos pela diferenca nos tamanhos relativos destes situados na matriz polimérica do gel

[218].
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1.5.4 Eletrocromatografia capilar (CEC)

A CEC pode ser considerada como simplesmente a unido da cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) com a CE. Similarmente a CGE, nesta técnica os
capilares sdo recheados parcialmente, no entanto, em CEC, no lugar dos géis existe uma
fase estacionaria como por exemplo, C18. A diferenca chave reside no transporte da fase
movel, que neste caso ndo ocorre devido a pressdo das bombas utilizadas em HPLC, mas
através do EOF [220]. Essa modificacdo, apesar de parecer sutil, causa uma diferenca no
sistema de forma que se reduz o efeito parede causado pela pressao (fluxo laminar), uma
vez que o tempo de analise fica determinado pela combina¢do da migracgao eletroforética

e da retencdo cromatografica [211].

1.5.5 Isotacoforese capilar (CITP)

Para aplicar a CITP, se faz necessario empregar dois tipos de eletrdlitos de
corrida e os solutos ficam confinados entre as regides compostas pelas descontinuidades
das solugdes eletroliticas [211]. Para que a CITP funcione, um dos dois BGEs é chamado
de eletrdlito lider por apresentar mobilidade eletroforética maior que todos os
componentes da amostra, enquanto o outro, eletrolito terminador, apresenta mobilidade
eletroforética menor que todos os componentes do analito. Em outras palavras, as
condi¢des necessdrias para que os analitos migrem nas zonas adjacentes destas
descontinuidades sao que as mobilidades dos ions que compdem o eletrdlito lider e
terminador sejam obrigatoriamente maior € menor, respectivamente, que as mobilidades
dos ions analitos que compdem a amostra [211] Apods a aplicacdo do campo elétrico temos
a migracdo dos analitos em ordem decrescente de mobilidade, mas com velocidade
constante e tinica. Quando o campo elétrico € aplicado, diferentes gradientes de potencial
evolvem cada banda de tal forma que todos os solutos eventualmente migram
proporcionalmente com velocidades idénticas. Em regides onde cations de menor
mobilidade estdo presentes, o campo elétrico € mais intenso, do mesmo modo que em
regides de cations com maior mobilidade o campo elétrico é mais fraco, assim resultando

em uma velocidade individual normalizada [218].
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1.5.6 Focalizacao isoelétrica capilar (CIEF)

Essa é a técnica eletroforética que permite a separagao de espécies que
possuem na sua estrutura cargas opostas simultaneas que podem deixa-la neutra (espécies
anféteras), uma vez que ela é capaz de realizar a separagdo destas espécies quando se tem
um gradiente de pH gerado no interior do capilar, de acordo com os pontos isoelétricos
(pI) dos analitos [211]. Ao se atingir o pH no valor do pl da espécie, esta fica neutra e sua
migracdo € interrompida, mas ao entrar em pH diferente do seu pl, a mesma adquire carga
e volta a migrar. A protonacdo e/ou desprotonacdo destas espécies é responsivel pela
varia¢do da carga efetiva da molécula em fun¢do do pH e, deste modo, o gradiente de pH

fica responsével pela mobilidade eletroforética das espécies [218].

1.5.7 Eletroforese capilar de afinidade (ACE)

A ACE, também conhecida como CAE (capillary affinity electrophoresi) é
uma técnica de separacdo em capilares baseada na adicdo ao BGE de substancias que
interagem com um elevado nivel de especificidade, geralmente bio-especificamente, com
os analitos [211]. Essa modalidade € amplamente utilizada em estudos com intuito de se
determinar as constantes de afinidade ou associacdo (binding), as quais sdao geradas nos

processos de interagdo biomolecular [221].

1.6 Detectores em CE

A escolha do sistema de detec¢do para se aplicar em CE € de fundamental
importancia, uma vez que seria contraditério se ter um detector limitado que ndo
complementasse a técnica de separacdo de elevado desempenho. Idealmente, o sistema
de deteccdo escolhido deve contemplar alguns quesitos como, por exemplo, ser o mais
seletivo possivel aos analitos em questdo bem como possuir maior detectabilidade aos
mesmos. Um detector serd seletivo ao analisar espécies com propriedades fisico-quimicas
semelhantes, sendo interessante a escolha desta seletividade em andlises e que nao seja
possivel obter boa resolu¢do entre as espécies em estudo. Deste modo, poderia ser
ignorado o fato de existir uma co-migragdo entre a espécie de interesse e outras espécies
que ndo sao detectaveis no sistema utilizado. Todos detectores apresentam vantagens e

desvantagens, dependendo da sua aplicag¢do, e nenhum deles é perfeito e aplicavel para



60
todas as amostras complexas que existem, deste modo € imperativo uma, a escolha mais

adequada possivel, que supra a necessidade do analista, para cada situacdo especifica.

Em se tratando das técnicas analiticas de separagdo, apesar de ndo poder ser
ignorada, a seletividade do detector possui um papel menos relevante do que a
detectabilidade, uma vez que a responsabilidade pela obten¢ao de seletividade na anélise
fica a cargo da separagdo, por isso a importancia de se ter uma boa resolucdo. A Tabela 5
expoe alguns valores tipicos de limites de detec¢dao (LOD) de alguns dos detectores que

podem ser aplicados em CE.

Tabela 5 - Limites de deteccdo (LOD) de sistemas de deteccdo em CE.

Modalidade de deteccio LOD / mol L!

Absorcdo no UV-visivel (direta) 107 - 10°
Absorcdo no UV-visivel (indireta) 10 - 107
Amperometria 10% - 10712

Condutividade (inclusive C*D) 107 -10°

Espectrometria de massas 10*-107
Fluorescéncia direta (lampada) 107-10%
Fluorescéncia direta (laser) 10°-10"®
Fluorescéncia indireta 10°- 107
Indice de refracdo (laser) 107 -10°
Radiometria 107 - 10"
Raman 10°-107

Fonte: Modificado de [222] e [12].

Como ja citado, ndo existe nenhum método de detecgao € livre de falhas e
perfeito a qualquer situacdo, desta forma algumas consideracdes podem ser feitas. Os

métodos de detec¢do baseados em fluorimetria, apesar de apresentarem 0S menores
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valores de LOD, geralmente carecem de derivatizacdes dos componentes previamente a

andlise, o que acarreta no acréscimo de mais uma etapa de preparo de amostras e possivel
agregacdo de erros, além de ser considerado um detector de valor econémico elevado
tanto para aquisi¢do quanto para manutengdo [223]. Uma maneira de se esquivar da
derivatizacdo é possivel pela adi¢cdo de uma substancia fluorescente ao BGE, realizando
assim uma detec¢do indireta, porém, a sensibilidade nestes casos geralmente pode ser
menor. J4 no caso de detec¢io eletroquimica, mais especificamente a amperométrica,
apresenta-se com boa sensibilidade e possui uma boa seletividade, principalmente ao se
utilizar a modalidade de amperometria de multiplos pulsos com a estratégia apropriada
[224]. No entanto, uma das limitacdes mais graves da aplicacio deste tipo de detector ao
sistema CE ¢ a dificuldade no seu posicionamento (adaptacdo e distanciamento) para que
nao haja interferéncia mutua entre o potencial aplicado para gerar o campo elétrico (usado

na separacdo em CE) e a corrente detectada no eletrodo de trabalho [225-228].

Por sua vez, a espectrometria de massas (MS) pode ser considerada como
outro tipo de detec¢do de alta aplicabilidade que pode ser empregado em CE. Esta técnica
além de apresentar uma boa sensibilidade a varios tipos de compostos, possui a vantagem
de gerar informagdes estruturais adicionais, muitas vezes importantes ao se realizar
analise de produtos de degradacdo e metabolitos [229]. No entanto, o0 BGE deve possuir
caracteristicas especificas, as quais geralmente causam dificuldade e fazem com que se
tenha limitacdes em fun¢do do pH para trabalhar [230, 231]. Além da necessidade de se
ter um BGE volatil (como o tampao composto por acido carbonico e amonia) e
essencialmente puro para esse tipo de detec¢do, que limitam a gama de componentes do
BGE. Outro obstaculo reside no fato de certas moléculas ndo poderem ser eficazmente

ionizadas na fonte de ionizacao, ndo gerando deste modo sinal analitico detectavel [232].

A absorc¢ao por UV-vis pode ser considerada a modalidade de detector mais
amplamente aplicada em sistemas CE [233]. Sua seletividade baseia-se na facil escolha
de um comprimento de onda, no qual os analitos de interesse apresentam absortividade
ou ainda, de forma universal e indireta, uma radiacdo UV na qual um cromoforo presente
no BGE ¢ constantemente monitorado e analitos que ndo interagem com essa luz podem
vir a ser detectados. E comum o emprego, neste caso, de uma célula do tipo “Z”, tipo “U”
ou tipo bolha [234], uma vez que causa um aumento da sensibilidade por aumentar o
caminho 6tico do sistema, ou ainda, realiza-se a remocao do revestimento de poliimida

do capilar de silica fundida para permitir a passagem de radia¢do [231]. Uma limitac¢ao
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que pode ser mencionada em relacdo a este tipo de detector ocorre ao se tentar analisar

espécies ndo sensiveis aos detectores UV-vis, principalmente para alguns cations
metalicos presentes como co-ions em medicamentos, uma vez que a grande parte destes
ndo apresenta absor¢do na regido do espectro UV-vis. Além disso, o uso da detec¢cao
indireta apresenta limitagdes em fun¢ao do pH, necessario devido ao uso do croméforo,
o qual poderia acarretar a precipitagdo destes metais, [235], e por dltimo, por seguir a Lei

de Beer-Lambert, a deteccao fica também atrelada as limitacOes desta lei [12].

Outra ressalva que deve ser feita é a forma de obten¢do do valor do LOD
independentemente do tipo de detector selecionado para o sistema CE. De acordo com a
Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC) [236], o LOD pode ser
definido, pela traducdo livre, a concentracdo ou quantidade derivada da menor medida
que pode ser detectada com uma certeza apropriada por um determinado procedimento
analitico, dependendo da média das medidas do branco, do desvio padriao das medidas do
branco e de um fator numérico escolhido de acordo com o nivel de confianca
desejado [236]. Geralmente este fator numérico € de 3 para LOD e de 10 para limites de

quantificacdo inferiores, para um grau de confianca de 97,5%.

Em outras palavras, o LOD seria a quantidade minima, em concentragdo, de
um analito que produza um sinal analitico de trés vezes o sinal da auséncia total de
analitos (branco). Ou seja, a concentracdo mais baixa possivel em que o analitos
conseguem ser distinguidos do ruido do branco com confianca, e na qual a sua detec¢cdo

¢ praticavel.

Normalmente, muitos LOD s3o estimados por medidas em replicatas,
normalmente n=10, de uma calibracdo utilizando como o sinal analitico do ruido ou de
um branco de amostra. Assim, o LOD pode ser avaliado com base em pardmetros
matematicos pela triplicata do quociente entre o desvio padrao do branco e pela inclinagcdo
da curva analitica, representados pela equagdo (3SB/b), na qual, SB é o desvio padrio das
10 medidas do branco, e o b € a inclinacdo (sensibilidade) da curva analitica. Uma critica
a este modo de se obter o LOD € fundamentada na falta de evidéncia objetiva que prove
que aquela concentracdo resultante do célculo ira realmente gerar um sinal analitico no
sistema, que seja distinguivel do branco. Para as medidas espectrofotométricas tal calculo
gera valores aceitiveis e compativeis com a realidade do LOD, no entanto, geralmente no

caso da cromatografia com detec¢do UV/DAD, essa medida subestima o LOD, enquanto
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no caso de CE-C*D, os valores calculados por este método superestimam o LOD [237].

Os trabalhos encontrados na literatura e referenciados na Tabela 3 tiveram essa

abordagem para estimar o valor de LOD dos métodos propostos.

Uma outra abordagem para se determinar o LOD € via empirica, a qual
consiste em medir progressivamente solu¢des de concentracio cada vez mais diluidas até
que ndo se encontre diferencas fidedignas do ruido [238, 239]. A vantagem dessa
abordagem empirica € que existem dados objetivos utilizados para comparar as respostas
analiticas provenientes das baixas concentragdes dos padrdes, e determinar,
conclusivamente, quais valores de concentragdo de analito s@o necessarios para se

distinguir do branco e dizer se ha ou nao presenca do analito.

1.6.1 Detec¢ao condutométrica sem contato acoplada capacitivamente (C*D)

Uma modalidade de detectores aplicdveis em CE sdo os baseados em
deteccao condutométrica. Sendo que os detectores condutométricos convencionais (com
contato), geralmente acarretam adaptacdes complexas no capilar, como a necessidade de
se realizar perfuragdes do capilar com laser de CO; para posicionar os dois eletrodos que
compdem o detector [240]. Essa adaptacdo além de ser uma manobra de dificil
performance, gera contato entre o eletrodo do detector convencional e a solucdo, e desta
forma, podendo causar bolhas no sistema provenientes da eletrélise da solucdo, ou ainda
contaminagdes pelos produtos desta eletrolise. Uma alternativa dentro desta modalidade
de deteccdo € a utilizacdo de detec¢do condutométrica sem contato capacitivamente
acoplada (C*D, do inglés “capacitively coupled contactless conductivity detection”).

Zemann e colaboradores [231] e Fracassi da Silva e do Lago [241] foram pioneiros nesse

tipo de deteccao.

Os detectores C*D apresentam uma alternativa interessante, uma vez que o
posicionamento do capilar no detector se tornou mais simples e rapido, quando
comparado com a tarefa morosa de se furar o mesmo com gas carbdnico. A simplicidade
de tal procedimento baseia-se apenas na insercao do capilar entre dois cilindros metalicos
que sdo usados como eletrodos oscilométricos neste detector. Além disto, devido ao fato
de ndo haver contato entre os eletrodos do detector e a solu¢ao do BGE, elimina-se o risco

de contaminacio previamente citado, diminui-se a interferéncia do campo elétrico usado
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na separacdo das espécies (analogamente ao problema com detec¢do eletroquimica),

garantindo uma melhor estabilidade (sem bolhas) e resposta analitica (maior razao
sinal/ruido) [242, 243]. Devido ao exposto, a detec¢io condutométrica sem contato (C*D)
ganhou espaco rapidamente como forma de detec¢do em sistemas de CE [244-246], com
deteccdo proximas a andlises em tempo real [247] e até mesmo em sistemas com O

conceito portabilidade da eletroforese por microchip [248, 249].

Na sua esséncia, a detec¢c@o por C*D, um sinal senoidal de elevada frequéncia
(na ordem de MHz) € aplicado, em um dos dois eletrodos existentes no detector, enquanto
uma corrente elétrica é detectada no outro eletrodo (apesar de nao haver contato entre os
mesmos). A corrente elétrica induzida é detectada entre os eletrodos do detector é
proporcional a condutividade da solu¢do que ird fluir no interior do capilar e entre tal
espaco delimitado entre os dois eletrodos. Essa corrente € convertida em tensao alternada,
com posteriores etapas de retificacdo e amplificacdo, e através de uma placa conversora
analogico-digital gera um registro que pode ser interpretado e trabalhado através de

softwares. Um esquema deste funcionamento esté representado na Figura 19.

Figura 19 - Esquema do sistema de deteccdo C*D, onde E; e E; sdo os dois eletrodos do
sistema de deteccio.

Capilar de
silica fundida

7 recoherto
I/ por poliimida

Elevadafrequéncia

(milhares de Hz) El
Corrente elétrica E2
entre os dois

eletrodos

Fonte: Autor (2017).

O funcionamento adequado do detector depende muito do valor da frequéncia
aplicada, pois variando este valor, a resisténcia da solu¢do no interior do capilar deixa de
ser detectada e o C*D ndo cumpre o papel de notar variacdes na condutancia. Portanto,

uma frequéncia 6tima de trabalho deve ser aplicada, na qual a resisténcia da solucdo é
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relevante e pode ser determinada através da corrente que flui entre os eletrodos [240, 242,

243]. Geralmente, existem moduladores para que seja possivel otimizar a frequéncia
aplicada nos eletrodos, no entanto, na versao deste detector utilizada neste trabalho teve,
na sua fabricagdo, a frequéncia otimizada e fixada em 1,1 MHz, para uso em capilares
com diametro interno no intervalo de 20 até 100 um. O sinal do oscilador € do tipo
senoidal e sua amplitude € de 4 Volts pico-a-pico (Vpp), ndo sendo possivel realizar seu

ajuste fino [250].

A base do mecanismo da deteccdo de espécies em C*D situa na substituiciio
do co-ion presente no eletrdlito de corrida pelo ion a ser analisado. Quando a mobilidade
do analito (ex: Na* =~ 51,9 cm? / V s) for maior que a do co-ion do eletrdlito (ex:
TRI S= 29,5 cm? / V s) ocorre um aumento da condutividade nessa regidio 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 possui maior mobilidade
(ex: oxalato = 77,0 cm?/ V s) que o ion do analito (ex: COD = 24,0 cm?/ V s), resultando
em um pico negativo no eletroferograma. Cabe salientar que ao se tentar analisar
compostos com mobilidades similares ao co-ions presentes no BGE, ha pouco ou nenhum
distirbio na condutividade daquela regido do capilar, podendo apresentar baixas
sensibilidades ou até mesmo auséncia de deteccao, como é o caso de se tentar realizar
andlises de COD em um BGE contendo TRIS [251]. Deste modo, quanto maior for
diferenca de mobilidade do BGE em relacdo ao analito, maior sera a sensibilidade do
detector. Portanto deve-se ter atencdo na escolha do eletrdlito de corrida ao se usar C*D
como detector, pois este possui papel fundamental na sensibilidade de cada analito. Uma
abordagem pouco utilizada para se elevar a mobilidade do BGE, mas mantendo as
propriedades tamponante € a adi¢do de sais, como o NaCl, a sua composic¢ao [252]. Tal

topico serd melhor apresentado adiante.

Na injecao de solugdes aquosas contendo os analitos de interesse, a 4gua, que
embora ndo seja fon, tem uma menor mobilidade do que a mobilidade de qualquer BGE
utilizado, entdo cada eletroferograma normalmente terd um pico negativo. Esse pico
negativo, juntamente com outras espécies neutras (excipientes e/ou possiveis produtos de

degradaciio) que co-migraram com a dgua é o marcador do EOF quando se usa C*D.

O fato de outras espécies neutras co-migrarem com a agua (geralmente o

componente em maior quantidade no “plug” de amostra), faz com que o sinal analitico
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esperado para todas as espécies sejam somados entre si e com o da agua, ocultando

qualquer possibilidade de determinagdo destes compostos. Essa limitagdo tanto da técnica
CE quanto principalmente do detector C*D, pode ser superada ao se acoplar outro tipo de
deteccao ao sistema, como por exemplo, UV-vis ou MS, assim esta conexao em série de
detectores, em conjunto com uma técnica de separacao, se transforma em uma poderosa
ferramenta analitica, capaz de se determinar também compostos neutros. Caso seja
escolhida realizar uma detecgio “fandem” CE-C*D-MS, essa abordagem causaria um
aumento significativo no custo das medidas eletroforéticas, sem mencionar as limitacdes
exigidas em rela¢do a composicao volatil do BGE e no preparo de amostras/padrdes para
sistemas MS, podendo ndo solucionar todos os problemas com as moléculas neutras, uma
vez que ainda haveria dependéncia da fonte de ionizacdo para MS, bem como analitos
com relacdo carga/massa baixos que se encontram no limite de sensibilidade desta

deteccao [232].

Ainda, tal composic¢do especifica do BGE para adequar ao detector MS afeta
também a resolucdo entre os picos, uma vez que ao se utilizar 4gua como solvente para
as solugdes de padrao e amostra, o potencial aplicado na regido do “plug” injetado sera
realcado e distribuido nas espécies presentes (regido com menor resisténcia), assim,
quanto maior for a diferenca de mobilidade entre o solvente e a molécula, mais focado
serd o campo aplicado pela diferenca de potencial. Esse fendmeno € conhecido como
efeito “stacking”[253-255]. Em outras palavras, este efeito € resultante do movimento das
moléculas da amostra pela extensdo das fronteiras do “plug” de injecdo, que separa as
regides das distintas forcas de campo elétrico. Moléculas migram mais rapidamente nas
regides de maior campo elétrico (menor resisténcia) e mais lentamente em regides com

menor forca do campo elétrico (maior resisténcia)[256].

Deste modo elevar a mobilidade do BGE se faz imperativo para que possa se
ter um maior efeito “stacking” e determinar simultaneamente ambos PAR e outro analito
em menor concentra¢do, com boa resolucdo. Ao se aumentar a condutividade do BGE,
pela adi¢do de um sal como o NaCl, de acordo com Ding, W. et al. [252], também fica
garantida uma melhora na estabilidade do sistema, uma vez que a forca ionica do BGE

fica maior do que a for¢a i6nica dos analitos.
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1.7 Analises por CE

2

E comum ao se desenvolver um método analitico, que a busca por
seletividade e sensibilidade se sobreponha ao tempo de andlise deixando por vezes em
segundo plano a frequéncia analitica. Geralmente, métodos analiticos que possuem
menores limites de deteccdo e melhor seletividade se destacam, mesmo possuindo
maiores tempos de andlise. Atualmente este paradigma vem sendo derrubado pela
necessidade do desenvolvimento de métodos rapidos para serem ambientalmente
amigdveis, com menores demandas no volume de reagentes e energia, e

consequentemente menores impactos ambientais.

Neste ambito, as separagdes utilizando CE, que geralmente ja sdo rapidas e
geram poucos residuos, podem tornar-se ainda mais rapidas por duas estratégias distintas:
utilizando instrumentos com varios capilares, o qual permite realizar separacdes de vérias
amostras simultaneamente [257], ou, como uma alternativa mais barata e menos
trabalhosa, utilizar capilares com comprimento reduzido [258]. Ao se reduzir o
comprimento do capilar (potencial aplicado constante), obtém-se reducdes significativas
nos tempos de migracdo das espécies, pois o tempo de migracdo (t,,) € afetado
inversamente pelo potencial aplicado (E) e diretamente pelo comprimento efetivo do

capilar (/) e seu comprimento total (L), como pode ser visto na Equacdo 13 [259].

_ [ XL (13)
E X (Uep + Heo)

tm

Considerando que o nimero de pratos (N) pode ser calculado pela Equacao
13, na qual se faz necessario o valor do coeficiente de difusdo (D), a mobilidade
eletroforética (uep) € o potencial aplicado (E), e realizando o rearranjo matematico

necessario entre a Equacao 13 e 14, podemos obter a Equagao 15.

MHep X E (14)
2XD

(15)
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Como pode ser visualizado na Equacdo 15, o nimero de pratos fica atrelado

ndo somente ao tamanho do capilar (/ e L), sendo principalmente inversamente
proporcional ao produto entre potencial aplicado (E) e a mobilidade eletrosmotica (o).
Assim, para se manter uma boa efici€ncia e aumentar o nimero de pratos, deve se elevar
o tamanho do capilar, sem reduzir o campo elétrico proveniente do potencial aplicado.
No entanto, como o campo € distribuido por todo capilar, a0 se aumentar o comprimento
deste, por exemplo, pelo dobro do tamanho, implica que o potencial aplicado a cada cm
do capilar caird pela metade, e assim prejudicard a andlise em relacdo ao tempo de
migracdo. Deste modo, um problema que pode ocorrer ao se elevar o potencial aplicado
(E) para suprir o aumento do capilar (/ e L), sem perder no tempo de andlise, reside no
fato de que quanto maior o potencial aplicado, menos eficiente se torna a dissipacdo do
calor gerado pela passagem de maior corrente elétrica ao se elevar a diferenga de potencial
aplicado (efeito Joule), causando instabilidade no sistema e limitando a técnica de

separacdo [218, 260].

Como na CE, a separacdo é normalmente conduzida em tubos com dimensdes
de 15 a 100 um de diametro interno, ¢ 20 a até 100 cm de comprimento, preenchidos com
um BGE, submetidos a acdo de um campo elétrico, pode se dizer que a relacdo entre a
area superficial interna e o volume do capilar € grande, mesmo sendo demandado pequeno
volume de amostra, geralmente da ordem de 1 a 10 nL, em capilares menores, ha uma

melhor dissipagao de calor [218].

O uso de CE acoplado a detectores C*D em anilises com elevadas frequéncias
analiticas € comum, como ja demonstrado na determinagdo de ciprofloxacino [261],
propranolol [262] e fosfato de oseltamivir no medicamento Tamiflu® [263]. Além da
andlise de firmacos, é possivel encontrar na literatura varios trabalhos com CE-C*D
focados em andlises rapidas em outros tipos de analitos e matrizes, como determinagao
de metais em biodiesel [264]; um medicamento para tratamento de tuberculose e seu
produto de degradag@o[265]; dois grupos de farmacos, sendo 8 em uma corrida € 5 em
outra [266] e quantificacdo de benzoato e sorbato em bebidas [267]. Em todos estes

trabalhos, as analises foram realizadas em menos de 2 minutos.
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1.8 Determinacao simultinea de compostos cationicos e aniénicos organicos

As moléculas de farmacos, em sua grande maioria, sdo comercializadas na
forma de compostos i6nicos moleculares e devem ser analisadas em vérias etapas do
processo farmacéutico, desde seu desenvolvimento até o controle de qualidade
final [268]. Algumas propriedades fisicas como solubilidade, higroscopicidade, pH em
solucdo, ponto de fusdo, taxa de dissolucdo, estabilidade quimica e mecanica, e ainda a
forma do cristal sdo todas definidas pelo par de ions que forma o composto. Neste caso,
a determinacao de cétions e anions € importante devido a possivel presenca de impurezas
que podem ser provenientes da catdlise do firmaco ou do processo de fabricacdo que
podem afetar as propriedades supracitadas, gerando efeitos indesejaveis no usuério do
medicamento [269]. A determinacdo simultinea de cétions e anions em formulagdes
farmacéuticas é de interesse de grandes companhias como a Dionex®[269] e a Shimadzu®

[268] que comercializam equipamentos de cromatografia liquida com esta finalidade.

Uma das alternativas ao uso dos equipamentos citados acima que pode ser
localizadas na literatura, é a determinacdo simultinea de cations e anions via HPLC
(cromatografia de ions) utilizando-se mais de uma coluna especifica, em um tnico
procedimento, para ions positivos e negativos [270] ou colunas de troca catidnica e
anidnica [271], o que aumenta o custo do método. O uso de colunas com polimeros de
carater anfétero como fase estaciondria também € uma opg¢ao [272]. Porém, o uso de
cromatografia de ions em analises simultineas de citions e anions requer instrumentacao
complexa (injetores duplos) e muitas vezes mais do que um tipo de eluente e/ou coluna

[273].

A escolha de CE-C*D, devido a sua instrumentagdo mais simples, para a
determina¢do simultinea de cétions e anions contorna alguns dos obstaculos citados
acima, como por exemplo, a necessidade de se dispor de duas colunas e diferentes
solugdes como fase movel. Métodos baseados em CE que permitam a separacio
simultanea de espécies anidnicas e catidnicas sdo desenvolvidos devido ao grande
interesse em aumentar a frequéncia analitica, minimizando o gasto com solugdes além de
reduzir o trabalho das trocas de polaridade do potencial aplicado quando se realiza a

inversdo do EOF pela modificacdo morosa da superficie interna do capilar utilizado.

Dentre as estratégias que podem ser usadas na separa¢do simultnea de dnions

e cations através de CZE, a introduzida por Kubéan e Karlberg [274], a qual compreende
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a injecdo dupla da amostra (em ambas as extremidades do capilar) com o detector

posicionado proximo ao centro do capilar, possui caracteristicas interessantes. Desta
forma, os cétions inseridos no lado de inje¢c@o do pdlo positivo (anodo) migram no sentido
normal ao EOF e os anions injetados no polo negativo (cidtodo) migram em sentido
contrario ao EOF [275]. Neste caso € comum trabalhar em condi¢des em que a velocidade
do EOF ¢ baixa. Com intuito de exemplificar tal abordagem, temos a determinagdo
simultanea e estequiométrica de hidrocloreto de labetalol [235] e sulfato de catarantina e
ditartarato de vinorelbina [276], farmacos basicos e isdmeros de acidos fracos [277],
espécies nitrogenadas em 4gua pluvial [278], distintas proteinas [279], compostos
organicos e outros firmacos [280], além de outros trabalhos com varios ions inorganicos
como K*, NH4*, CI', SO+, NO3", Na*, F, HPO4*, Ca?*, Mg?*, HCO5 e Li* [281-283].

Existem modificagdes nesse tipo de abordagem que culminam no mesmo
efeito. Uma destas modificagdes baseia-se na manipulacao dos “plugs” de amostra ao se
realizar a inje¢do das duas amostras, uma catidnica e uma anidnica, porém, a que for
injetada no sistema primeiro, terd seu “plug” transportado hidrodinamicamente para o fim
do capilar, para em seguida se injetar o segundo “plug” de amostra [284]. H4 ainda
modalidades de separacdo simultanea de cations e dnions ao se utilizar simultaneamente
dois capilares concorrentes, conhecida como CE de canal duplo (“dual-channel capillary
electrophoresis”) [285, 286].

Uma outra abordagem € a utilizacdo do sistema de CZE regular atrelado a um
EOF com elevada velocidade de migracdo, com intuito de mover os analitos catidnicos
(modo co-EOF) e anidnicos lentos por arraste contra fluxo (modo contra-EOF) até o
detector (EOF normal). Esta estratégia também pode ser utilizada com o EOF invertido
(anions no modo co-EOF e cations lentos no modo contra-EOF) no entanto, tal arraste
serd feito nos analitos catidnicos lentos [287]. A execuc¢do desta abordagem é mais
simples do que as apresentadas anteriormente, pois usa condi¢des em que se tem um
elevado EOF (pH elevado), para que ambos cations e anions migrem na mesma dire¢ao
através do detector [251, 288-291]. Normalmente, € possivel de se implementar essa
abordagem em equipamentos comuns de CE. Ainda, outra abordagem, com maior
complexidade de performance baseia-se na complexacio de espécies catidonicas com um
composto quelante anidnico de carga maior, obtendo assim novas espécies carregadas
negativamente, sendo todos analitos separados de modo convencional, mas com o EOF

invertido, como anions [292-294].
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1.9 Adicao de NaCl ao BGE

Comumente, quase todos os trabalhos da literatura que utilizam CZE sao
realizados em amostras contendo relativamente baixas concentracdes totais de ions, sendo
que poucos trabalhos abordam amostras com elevadas diferengas de concentrac@o entre
os analitos. No caso apresentado nesta tese ha uma grande diferenga entre a quantidade
de PAR de até 50 vezes mais do que outro analito na mesma formulagdo e, devido a este
fato, normalmente poderiam ser necessarias pelo menos duas diluicdes da amostra
contendo tal diferenca de concentracio entre analitos, uma vez que o sinal analitico do
PAR poderia ultrapassar os limites de detec¢do superior de alguns detectores
(“overload”), ao se tentar determinar o analito de menor concentracdo. Outra abordagem
para amostras que normalmente requeiram dilui¢cdo, € a de se remover o analito em maior
concentracdo [295-297], ndo sendo desta forma possivel de se realizar a determinagdo
simultanea de ambos analitos em uma unica anélise. Assim, a inje¢ao direta de amostras
contendo elevada concentragdo total de ions raramente ocorre sem algum pré-tratamento

de amostra.

Geralmente, uma elevada concentracio de ions esta atrelada a uma elevada
forca 10nica e, sem pré-tratamento de amostras com tal perfil, pode ocorrer competicdao
entre os ions migrantes dentro do capilar com aqueles que compdem a dupla camada
elétrica na superficie interna do capilar (provenientes do BGE), gerando resultados
irreprodutiveis, uma vez que a composi¢do do BGE se altera a cada corrida eletroforética.
Uma estratégia pouco utilizada € a adi¢do de sal ao BGE para que se eleve a forca idnica
do mesmo. Alguns casos sdo reportados na literatura como a adi¢cdo de sais de metais
alcalinos [298-300], sais de s6dio do acido fitico [301], ou sais zwiterionicos [302], com
intuito de suprimir a troca anidnica com o capilar e prevenir absor¢do de proteinas na

silica fundida.

Essa estratégia de se adicionar sais a0 BGE pode causar um excesso de
aquecimento do capilar, gerado pelo efeito Joule, afetando negativamente a qualidade da
separacdo e podendo causar distor¢des no formato dos picos. Fatores como menores
diferencas de potenciais, maiores comprimentos de capilar ou reducdo do didmetro
interno dos mesmos, podem colaborar para reducdo do efeito Joule, no entanto, essas

abordagens causam o inconveniente de se aumentar os tempos de anélise.



72
Ao se adicionar quantidades adequadas de sais, como o NaCl, ao BGE, ¢

possivel balancear o ganho de calor do sistema, sem se fazer necessarias alteragdes no
potencial aplicado ou no capilar, sendo possivel de se trabalhar com determinagdes
fundamentalmente em uma etapa sem longos tempos de analise. Segundo Ding et al
[252], uma boa relacao de custo e beneficio para tais casos € provida ao se adicionar sais
ao BGE para que o mesmo chegue a cerca de trés vezes a forca idnica das amostras em

questdo, gerando eletroferogramas de qualidade aceitavel.
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2 Objetivos

O objetivo principal neste trabalho foi desenvolver métodos analiticos rapidos
e de baixo custo para controle de qualidade de medicamentos usando Eletroforese Capilar
com Deteccio Condutométrica sem Contato (CE-C*D) para a analise de formulagdes
farmacéuticas contendo paracetamol (PAR) na presenca de outros principios ativos em
combinacdes atualmente comercializadas.

Como objetivos especificos, neste trabalho sdo propostos métodos simples e
rapidos, todos com tempos de corrida eletroforética com tempos inferiores a dois minutos,
usando a técnica de CE-C*D para determinacio de 14 formacos:

(i) determinacao simultinea de PAR (anion) e citions organicos presentes em
formulagdes farmacéuticas: codeina (COD), orfenadrina (ORP),
prometazina (PRO), escopolamina (SCO) e tramadol (TRA);

(i1) determinacdo simultinea de PAR e anions organicos presentes em
formulacdes farmacéuticas: naproxeno (NAP), ibuprofeno (IBU),
cafeina (CAF), acido acetilsalicilico (AAS), dipirona (DIP), piridoxina
(PIR), diclofenaco (DCF) e acido ascérbico (ASC).

Ainda como objetivo especifico, além dos citados, foi proposta a

determinac¢do experimental do valor do pKa da SCO.
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3 Parte experimental

3.1 Reagentes e amostras

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico (99,8% até 99,9%)
sendo utilizados sem purificagdo prévia. Paracetamol (PAR), escopolamina (SCO),
prometazina (PRO), tramadol (TRA), orfenadrina (ORP), codeina (COD), cafeina (CAF),
ibuprofeno (IBU), dipirona (DIP), piridoxina (PIR), 4cido acetilsalicilico (AAS), 4cido
ascorbico (ASC), diclofenaco (DCF), naproxeno (NAP), B-alanina, 4cido bdrico, 2-
amino-2-(hidroximetil)propano-1,3-diol (TRIS), acido [(2-hidroxi-1,1-
bis(hidroximetil)etil)amino]-1-propanosulfonico (TAPS), hidréxido de litio e etanol
foram adquiridos da empresa Sigma Aldrich (St. Louis, Estados Unidos). Hidr6xido de
sodio, cloreto de sédio (NaCl), trietanolamina (TEA) e acido oxalico (OXA) foram
adquiridos da Synth. Agua desionizada ultrapura (18 MQ cm™) foi obtida a partir de um
sistema de purificagdo denominado Direct-Q-System (Millipore, Bedford, MA, EUA).

Os excipientes encontrados nas bulas das formulacdes farmacéuticas
analisadas neste trabalho, fosfato de calcio dibasico, amido de milho, di6éxido de silicio
coloidal, hidroxipropilcelulose, carboximetilamido sddico, estearato de magnésio,
hidroxipropilmetilcelulose, 6leo de ricino polietoxilado, talco, diéxido de titanio e 6xido
de ferro, foram gentilmente doados, em quantidades suficientes para execucdo dos
experimentos, pela farméacia de manipulacdo Nossa Senhora da Guia, Uberlandia - MG.

Todas as formulacdes farmacéuticas foram obtidas em drogarias locais na
cidade de Uberlandia —-MG. Amostras de diferentes fabricantes contendo PAR na
presenca de outra(s) molécula(s) foram analisadas: (1) PAR + ORP; (2) PAR + COD; (3)
PAR + SCO; (4) PAR + TRA; (5) PAR + PRO; (6) PAR + CAF + DIP, (7) PAR + PIR,
(8) PAR + AAS, (9) PAR + NAP, (10) PAR + DCF + CAF, (11) PAR + ASC. Para cada
amostra, 6 comprimidos foram pulverizados e homogeneizadas em almofariz com pistilo.
Em seguida, uma massa adequada do p6 foi dissolvida em 4gua deionizada em um baldo
volumétrico para se chegar na concentracdo desejada. Devido a sua baixa solubilidade
em meio aquoso, solucdes amostra e padrdo contendo NAP foram solubilizadas em 10%
de etanol. O método foi avaliado ainda através da andlise das amostras farmacéuticas reais
mediante ensaios recuperacdo. Amostras foram adequadamente preparadas em uma
concentracdo de 250 pmol L! de cada analito para serem analisadas antes e ap6s adigdo

de uma concentracio de 50 umol L.
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Cabe ainda ressaltar que, como na formulagao dos medicamentos em questao,

além dos principios ativos determinados neste trabalho, também existiam excipientes, em
quantidades desconhecidas. Solugdes contendo, isoladamente, excesso de padrdo de cada
um dos excipientes foram preparadas em agua deionizada e injetadas no sistema, nas
mesmas condicdes e BGE otimizados, gerando o mesmo sinal analitico obtido a partir do
branco (injecOes apenas com agua deionizada). Portanto, os excipientes ndo causaram
interferéncia nos resultados obtidos e assim siao considerados inertes a determina¢do pelo
método proposto.

Inicialmente, quatro composicdes distintas de BGE foram testados para se
conseguir abranger varios valores de forca idnica (BGE 2 < BGE 3 <BGE4 <BGE 1) e
distintas capacidades tamponantes, sendo eles: BGE-1 = 10 mmol L' 4cido bérico +
NaOH (pH 9,5); BGE-2 = 10 mmol L™! TRIS + 10 mmol L! TAPS (pH 8,4); BGE-3 =
10 mmol L' OXA + TEA (pH 8,6); BGE- 4 = 10 mmol L' B-alanina + NaOH (pH 9,5).
Foi selecionado o BGE 4 e experimentos de otimizacdo neste BGE foram realizados na

faixa de pH, entre 9,4 ¢ 9,7.

De acordo com o trabalho publicado por Ding et al. [252], ao se adicionar um
sal ao BGE, em no minimo trés vezes a forca idnica das amostras, € possivel se obter
melhora no sinal analitico sem causar prejuizo de ruido ou mesmo problemas pela
oscilacdo de temperatura (efeito Joule). Deste modo, foram adicionados 1, 4 e
10 mmol L' de NaCl em solucdes do BGE com intuito de se verificar a modificacio na

relacdo sinal/ruido dos analitos em estudo.

Os estudos para determinar o pKa da SCO foram obtidos pela injecdo de uma
solugdo padrio contendo 200 pmol L' de SCO e de COD (selecionada para ser o PI) no
BGE de composi¢io MES/HIS 10 mmol L' em concentracio equimolar pH 6,0 e também
no BGE de composicdo TRIS/TAPS 10 mmol L' em concentraciio equimolar pH 8,4.
Potencial de separacdo: +25 kV (lado da injecdo); inje¢do hidrodinamica: 25 kPa por
1,0 s. Todas as medidas foram realizadas usando um capilar de silica fundida (50 pm de
diametro interno) com 40 cm de comprimento efetivo (Lp) e 50 cm de comprimento total

(L7).

Os melhores resultados foram obtidos nos seguintes BGEs para cada caso:
para cations organicos e PAR: 20 mmol L' f-alanina + 4 mmol L' NaCl + NaOH, pH =
9,6; para PAR, CAF e IBU: 10 mmol L'! DMX, 10 mmol L' B-alanina + LiOH, pH =
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10,4; para PAR e NAP: 20 mmol L! B alanina + KOH, pH = 10,5; para o grupo B

(PAR+DIP+AAS, na presenca e na auséncia de CAF), para o grupo C (PAR+PIR+ASC)
e para o grupo D (PAR+DCEF, na presenca e na auséncia de CAF) foram utilizadas duas
composi¢des de BGE, uma para anélises dos farmacos sem a presenca de cafeina e outra
composicio para quando CAF foi determinada, sendo elas 20 mmol L' B-alanina + 4
mmol L' NaCl + NaOH, pH = 9,6; ¢ 10 mmol L' DMX + 20 mmol L! B-alanina +
NaOH, pH = 10,4; respectivamente. As composi¢des de BGE utilizadas estdo resumidas

na Tabela 6.

Tabela 6 - Composicdo do BGE em cada um dos métodos propostos.

Método Proposto Analitos Composicao do BGE

20 mmol L' B-alanina + 4
Cétions orgénicos (SCO, TRA,
1 mmol L' NaCl + NaOH,
PRO, ORP e COD) com PAR
pH=9,6

R 10 mmol L' DMX, 10 mmol
Anion organico IBU com PAR na
2 L! B-alanina + LiOH,
presenca de CAF
pH=10,4
20 mmol L' B alanina +
KOH, pH =10,5

20 mmol L' B-alanina + 4

3 Anion orgénico NAP com PAR

Anions organicos (DIP, AAS,
4 mmol L' NaCl + NaOH,
PIR, ASC e DCF) com PAR

pH=9,6
Anions organicos (DIP, AAS e 10 mmol L' DMX + 20
5 DCF) com PAR na presenca de mmol L' B-alanina + NaOH,
CAF pH=10,4

As solugdes dos BGEs propostos como ideais, a serem utilizados nos
experimentos, foram preparadas diariamente, por conveniéncia e redu¢do de erros, num
volume total de 20 mL, no entanto, apenas cerca de 3 mL de tais solugdes eram utilizados
no sistema durante as andlises, apresentando assim um pequeno consumo de reagentes e,
consequentemente, pequena geracdo de residuos de baixo impacto ambiental

(toxicidade).
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Antes da injecdo no sistema CE-C*D, todas as solucdes amostras ou padroes

foram filtradas com um filtro de membrana PTFE de seringa (tamanho de poro de 0,45

pm).
3.2 Instrumentacao

Todos os eletroferogramas foram obtidos utilizando um equipamento de CE
construido no Departamento de Quimica Fundamental do Instituto de Quimica da USP e
adquirido para uso no laboratério do Professor Eduardo Mathias Richter: Nicleo de
Pesquisas em Eletroanalitica - Instituto de Quimica da Universidade Federal de
Uberlandia (NuPE-UFU). O aparelho de CE é equipado com dois detectores
condutométricos compactos e de alta resolucdo sem contato acoplados capacitivamente
(C*D) [241].

O funcionamento do equipamento, bem como a estratégia de anélise utilizada
nos trabalhos estdo esquematizados na Figura 20. O equipamento de CE usado neste

trabalho possui dois destes detectores como pode ser visualizado na Figura 21.

Figura 20 - Esquema do sistema CE e modo de injecao hidrodindmica (pressao
positiva) usado nesse trabalho.
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Fonte: Autor (2017).
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Figura 21 - Imagem do equipamento de CE (com porta aberta) usado nesse trabalho,

com destaque indicando a posi¢io dos dois detectores C*D.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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A versao utilizada, em todos os experimentos desta tese, do C*D nio possui

partes moveis, como potencidmetros e conectores, sendo assim, o detector é compacto e
robusto. Um oscilador, trabalhando na frequéncia de 1,1 MHz, foi otimizado para uso de
capilares com diadmetro interno no intervalo de 20 até 100 um. O sinal do oscilador € do

tipo senoidal e sua amplitude € de 4 Vpp [250].

As injecdes foram feitas com aplicacdo de pressdo positiva fixa (25 kPa) no
lado direito do equipamento, sendo este o anodo no modo normal para determinagdo de
cations. 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 50 cm
de comprimento totais, 50 pm de didmetro interno e 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 40 cm (comprimento efetivo). Antes da utilizagdo, os
capilares foram pré-condicionados 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 a uma pressao constante de 25 kPa. O equipamento de CE continha
uma fonte de alta tensdo bipolar com capacidade maxima de 30 kV. No entanto, o
potencial maximo aplicado com seguranca era de 25 kV. Fugas de alta tensio,
provavelmente devido a problemas com aterramento e isolamento do sistema, foram

observadas em potenciais maiores.

As medidas de pH foram realizadas com o medidor de pH portatil “SPEAR”
(OAKTON, Vernon Hills, IL, EUA) devidamente calibrado, a 25 °C.
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4 Resultados e discussoes

4.1 Parte I: Desenvolvimento de um novo método para determinacao

simultanea de PAR e cations organicos presentes em formulacoes farmacéuticas.

Normalmente, as analises por CE sao realizadas com as espécies de interesse
se movimentando (migrando) no interior do capilar na mesma direcio do fluxo
eletrosmoético (EOF) com o intuito de aumentar a velocidade da analise (mobilidade
eletroforética + mobilidade eletrosmoética = modo co-EOF). Em um capilar de silica
fundida sem modificacdo, o EOF se movimenta em dire¢do ao polo negativo, na mesma
direcdo dos cétions. Devido ao carater anidénico do PAR em solu¢des aquosas com pH
superior a pH 8 (pKa = 9,4), uma pratica comum na determinacdo deste farmaco por
eletroforese capilar de zona (CZE) seria a inversao do EOF, o que muitas vezes € feito
através da adi¢do de um agente tensoativo (surfactante) catidonico na composi¢ao do BGE
(anéalise de anions no modo co-EOF) [303].

Confrontando o comportamento do PAR, as moléculas de SCO, PRO, TRA,
ORP e COD sao espécies catidnicas em solu¢des com pH < 7 e perdem gradualmente sua
carga positiva a medida em que o pH da solucdo € elevado para valores mais alcalinos
(Tabela 1 e Figuras 3 a 7). Na determinacido destas moléculas por CZE, o ideal seria
utilizar um BGE com pH abaixo de 7 (equilibrio com todas as moléculas com carga
positiva), no entanto, nesta condi¢do, as moléculas de PAR (pKa = 9.4) estardo
praticamente neutras e sua determinacdo por CZE ndo seria possivel. Outro fator que
corrobora com a necessidade de se utilizar valores de pH > 8 € que acima de tais valores
temos a velocidade do EOF no valor maximo (para capilar de silica, sem modificacio) e,
assim, possibilitando as determinacdes rapidas de cations no modo co-EOF e anions
lentos no modo contra-EOF. Nesta condi¢do, anions lentos chegam ao detector logo ap6s
o sinal do EOF (moléculas neutras).

Como esses analitos sd@o geralmente encontrados associados ao PAR em
formulacdes farmacéuticas, € de grande interesse analitico o desenvolvimento de um
método que permita a determinacdo tanto de PAR (na forma anidnica) e estes cations
organicos simultaneamente.

No caso de CZE, mais especificamente, utilizando um capilar de silica
durante os experimentos, existem duas abordagens em se tratando de determinacgdo

simultdnea de cations e anions. Uma primeira opg¢do seria realizar as corridas
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eletroforéticas sem adi¢cao de qualquer modificador de EOF e assim as espécies migrariam

na ordem prioritiria de cations, em seguida as moléculas neutras, e por dltimo, os anions
contra 0 EOF. A segunda maneira de se realizar a determinacdo simultanea de ions
positivos e negativos seria adotando o uso de um inversor de fluxo (geralmente um
tensoativo catidnico) e invertendo a ordem de migracdo das espécies para primeiramente
os anions, seguidos pelas moléculas neutras e por tltimo os cations.

No entanto, tal inversdo no EOF aumenta a complexidade do método por
adicionar mais uma etapa de preparacdo no BGE ao se adicionar o inversor de fluxo na
sua composi¢ao. O uso de um inversor de EOF também requer um tempo adicional para
que o equilibrio do sistema seja atingido. Ainda, como os demais analitos de interesse,
que serdo determinados em conjunto ao PAR, se comportam como espécies catidnicas
em solucdes com pH < 8, é possivel afirmar que caso se utilizasse o EOF invertido, seriam
obtidos sinais analiticos apds o sinal do EOF, sem ganho em tempo de analise, uma vez
que teriamos que esperar os sinais destes citions (migrando contra o EOF) para encerrar

a corrida eletroforética (simular ao outro procedimento proposto).

4.1.1 Estudo da composicao do BGE

Para se realizar a determinacdo de PAR e dos farmacos catidnicos deste
estudo (SCO, PRO, TRA, ORP e COD) foi decidido ndo usar a abordagem com presenga
de tensoativo catidonico na composi¢do do BGE, mantendo o EOF no modo normal, sem
inversdo.

Devido ao fato destes cations organicos se comportarem como bases fracas e
o PAR por sua vez, como 4cido fraco, inicialmente, alguns BGE’s com distintas
capacidades tamponantes na faixa de pH de 8 a 10 foram estudados, com intuito de se ter
ideia do comportamento dos analitos em diferentes composicoes € pHs dos BGE’s. Foram
utilizados nestes experimentos quatro composicoes distintas de BGE para se conseguir
abranger vérios valores de for¢a idnica (BGE 2 < BGE 3 < BGE4 < BGE 1) e distintas
capacidades tamponantes, sendo eles: BGE-1 = 10 mmol L 4cido bérico + NaOH
(pH 9,5); BGE-2 = 10 mmol L! TRIS + 10 mmol L' TAPS (pH 8,4); BGE-3 = 10 mmol
L' OXA + TEA (pH 8,6); BGE- 4 = 10 mmol L' B-alanina + NaOH (pH 9,5).

A forca 10nica do BGE desempenha um papel de fundamental importancia,
quando se trata de determinagao de compostos de baixa mobilidade eletroforética. Assim
como discutido na introdugdo sobre a formagao do sinal analitico da 4gua (marcador do

EOF em CE-C'D), quanto maior for a diferenca entre a forca idnica
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(mobilidade/condutividade) do BGE e do composto a ser analisado, maior serd a

sensibilidade para o método. Caso o farmaco em estudo possua menor mobilidade do que
o BGE, obtemos um sinal analitico negativo, similar ao da dgua. E o oposto é verdadeiro,
quando se obtém sinais analiticos positivos, o analito possui maior mobilidade que o
BGE. Para aumentar o sinal analitico deve-se, portanto, aumentar essa janela de
mobilidade entre 0 BGE e 0 analito. Como a COD possui a menor mobilidade de todos
os analitos em questdo, quanto maior a mobilidade do BGE, maior o sinal gerado para
este farmaco.

Dentre os BGEs testados, o BGE-4 permitiu um melhor desempenho para a
determinacdo dos analitos em questdo, tendo influenciado a decisdo os melhores
parametros de capacidade tamponante em pH ~ 9,5; baixos ruidos na linha de base; entre
outros. Assim, o BGE-4 foi escolhido para prosseguir nos estudos visando determinagao
rapida dos seis analitos utilizando o segundo detector do equipamento CE-C*D
(comprimento efetivo do capilar = 40 cm).

Em seguida, foi estudada condic¢do ideal de pH, para ser mais especifico,
experimentos foram realizados na faixa de pH, entre 9,4 e 9,7; pr6xima aos valores de
pKa da COD e do PAR, com intuito de se manter o equilibrio quimico suficiente para que
cerca da metade das moléculas de PAR (pKa 9,5) estivessem na sua forma anidnica. Por
sua vez, tais valores de pH sdao fundamentais para que os cétions, especificamente a COD
(pKa 9,2) ndao percam completamente sua carga positiva. Os resultados destes

experimentos estao apresentados na Figura 22.
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Figura 22 - Eletroferogramas apresentando a influéncia do pH nas misturas de padroes
contendo 250 uM de SCO, TRA, ORP, PRO, e COD e 4280 uM de PAR. (A) pH 9,4;
(B) pH 9,5; (C) pH 9,6 e (D) pH 9,7. BGE: 20 mmol L' B-alanina + 4 mmol L' NaCl
com pH ajustado com NaOH; potencial de separacdo: +25 kV (lado da injecdo); injecao
hidrodinamica: 25 kPa por 1,0 s. Todas medidas foram realizadas usando um capilar de
silica fundida (50 um de didmetro interno) com 40 cm de comprimento efetivo (50 cm de
comprimento total).
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Fonte: Autor (2017).

Como pode ser visualizado na Figura 22, devido ao sinal analitico para cada
espécie, hda uma dependéncia relativamente alta do valor do pH do BGE para a
determinagdo dos analitos em tela, especialmente para o par de analitos COD (pKa =9,2;
cation) e PAR (pKa =9,4; anion). Os picos transientes destes dois analitos (cation e anion)
sempre estardo separados pelo sinal gerado pelas moléculas neutras, o marcador do EOF,
e deste modo, qualquer pequena alteracao, por menor que seja, no pH do BGE faz com
que estes fons co-migrem com o sinal do EOF. Na medida em que se eleva o valor de pH,
o pico da COD tende a se aproximar do EOF até ser completamente suprimido. Caso o
valor do pH diminua, ocorre o contrario com a COD, no entanto, a mobilidade

eletroforética do PAR diminui e, assim, tende a se aproximar do EOF.
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Em suma, com o aumento do valor do pH do BGE, de 9,4 para 9,7; a resolucao

entre o sinal do EOF e o pico que representa o sinal analitico do PAR também aumenta,
Jja4 que nas condicdes mais basicas, o percentual de espécies anidnicas no equilibrio
quimico do PAR aumenta. Por outro lado, o fendmeno oposto ocorre entre o EOF e o pico
correspondente ao sinal analitico da COD. A resolucdo entre estes dois ultimos picos
diminui com o aumento do valor do pH devido a queda do percentual de cations no
equilibrio quimico da COD. Além disso, a resolu¢do entre os picos da SCO e do TRA ¢é
melhorada gradualmente com o aumento do pH do BGE. E, por dltimo, também pode ser
destacado que ainda existe uma baixa resolucdo entre os picos correspondentes a ORP e
a PRO na faixa de pH estudada. Devido a semelhanca existente entre as moléculas destes
analitos (massa, carga e pKa) a separacdo nao foi possivel. Portanto, o BGE com valor de
pH 9,6 foi selecionado para os estudos subsequentes.

Em relacdo ao maior sinal analitico do PAR perante aos sinais dos outros
analitos, ilustrada também na Figura 22, se deve ao fato das inje¢des terem sido realizadas
a partir de solugdes padrdes contendo 250 umol L! de SCO, TRA, ORP, PRO, e COD e
4280 umol L! de PAR. A opcio por estes valores de concentragio est4 relacionada com
as diferentes propor¢cdes encontradas em formulacOes farmacéuticas comerciais. Além
disso, buscou-se mimetizar as condi¢des de propor¢do entre os farmacos e também em
relagdo a forca idnica, com intuito de se obter um meio o mais similar possivel em relagao
as influéncias das quantidades de fairmacos encontrados nas amostras (compatibilizacdo
de matriz). Deve ser salientado que em todas as amostras, a quantidade de PAR € muitas
vezes superior a quantidade dos outros farmacos, e, por este motivo, o uso de uma maior
quantidade deste analito neste estudo. A relagdo de concentragdo comumente encontrada
entre os principios ativos PAR:SCO, PAR:TRA, PAR:PRO, PAR:COD e PAR:ORP ¢ da

razdo, em massa, de 50:1, 9:1, 50:1, 17:1 e 13:1, respectivamente.

4.1.2 Determinacao do pKa da SCO

Todos os resultados obtidos na Figura 22 corroboram com os valores tedricos
de pKa encontrados na literatura e apresentados na Tabela 1. No entanto, os tempos de
migracdo observados para SCO nao estdo de acordo com o pKa tedrico encontrado na
literatura (~6,95) [11]. De acordo com este valor de pKa e a faixa de pH utilizada os
estudos (9,4 a 9,7), a espécies de SCO presentes em seu equilibrio dcido-base deveriam

se apresentar em maior percentual de moléculas neutras e, deste modo, um tempo de
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migragao mais proximo as moléculas neutras (EOF) seria esperado. No entanto, conforme

pode ser observado em todos experimentos da Figura 22, SCO foi o cation com tempos
de migracdo mais rapido.

Nesse sentido, estudos foram realizados com o intuito de identificar o pKa
mais adequado da SCO. Estes estudos foram adaptados a partir do procedimento descrito
por Fuguet E. ef al. [217] devido a sua simplicidade e eficacia para se explorar o valor de
pKa da SCO. Segundo tal procedimento, o pKa de uma espécie pode ser calculado a partir
dos seguintes tempos de migracdo: espécie em estudo, um padrdo interno (PI) de
comportamento semelhante e do EOF. Estes tempos de migracdo devem ser obtidos em
duas situacdes: i) utilizando um BGE com pH no qual ambas as espécies analisadas
estejam totalmente ionizadas e ii) utilizando outro BGE com um valor de pH no qual
coexistam as espécies carregadas e neutras. Nesse caso, ndo importa quao carregadas as
espécies se encontram (ignorando seus equilibrios 4cido-base), nem mesmo os valores do
pH do BGE, uma vez que matematicamente tais valores sdo excluidos do célculo para se
obter o valor mais correto de pKa (vide Equacdo 12). Deste modo, pela necessidade de se
ter um PI com comportamento semelhante ao da SCO, no nosso protocolo experimental,
COD foi escolhida para este papel, por apresentar um tempo de migra¢do mais proximo
ao do EOF, e comportamento ja conhecido.

Assim, uma solugfo padrdo contendo 200 umol L' de COD (PI) e SCO foi
analisada em dois BGE’s com pH distintos: 1) pH 6,0 composto por MES/HIS
20 mmol L !, em concentragdo equimolar; 2) pH 8,4 composto por TRIS/TAPS
10 mmol L', em concentracio equimolar. Considerando o comportamento e o valor em
divida de pKa da SCO obtido da literatura (6,95), podemos considerar que uma
quantidade muito proxima de 100% das moléculas de SCO se apresentam na sua forma
carregada em solucdo com pH 6,0; e assim, nesta condi¢do, possuem suas mobilidades
eletroforéticas no valor méaximo, as quais chamaremos de mobilidade limite (ua-). A
medida em que se eleva o pH da solucdo esses cations comecam a perder sua carga até
que em valores de pH 8,4 parte do equilibrio esta deslocado para uma propor¢ao na qual
coexistem moléculas neutras e citions, com um valor especifico de mobilidade efetiva
(tep).

A partir das equagdes apresentadas na introdugdo, as quais fornecem a base
matematica para o procedimento utilizado, na qual a mobilidade eletroforética efetiva

(Uer) de um acido monoproético pode ser expressa como funcio da sua constante acida (e
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por conseguinte, pelo logaritmo desta constante acida) e do pH do BGE, utilizando a

Equagao 12 [217]:

pKageo = pKap; + log (uA- $CO —Hef sco ) ~ log (uA- PI— uefpl) (12)
Hef sco Her P1

Para esta Equacdo 12 sdo necessarias apenas as medidas de mobilidade
efetiva (u¢) e mobilidade limite (u4-). Estes valores podem ser obtidos pela injecdo de
uma solu¢do contendo ambos os compostos em um sistema CE com BGE com valor de
pH onde ambos os compostos estdo completamente ionizados (mobilidade limite, u4-) e,
em seguida, injetados em um BGE com valor de pH no qual estdo apenas parcialmente
ionizados (mobilidade efetiva, uey).

Assim sendo, dois eletroferogramas foram obtidos pela inje¢cdo de uma
solucdo padrdo contendo 200 umol L' de SCO e PI nos dois BGE’s citados

anteriormente. Tais eletroferogramas podem ser visualizados na Figura 23.

Figura 23 - Eletroferogramas obtidos pela injecio uma solu¢do padrdao contendo 200
umol L de SCO e PI em MES/HIS 10mmol L' em concentracdo equimolar pH 6,0 (A)
e em TRIS/TAPS 10 mmol L! em concentracdo equimolar pH 8,4 (B). Potencial de
separacdo: +25 kV (lado da injecdo); injecdo hidrodinamica: 25 kPa por 1,0 s. Todas
medidas foram realizadas usando um capilar de silica fundida (50 pm de didmetro
interno) com 40 cm de comprimento efetivo (Lp) e 50 cm de comprimento total (Lt).
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A partir dos eletroferogramas apresentados na Figura 23, foi possivel obter os

tempos de migracdo de cada analito, bem como do sinal do EOF e, assim, calcular as
mobilidades das espécies em cada experimento utilizando a Equacao 10. Os valores de
tempo de migragcdo, bem como as mobilidades calculadas sido apresentadas na Tabela 7.
Um outro fendmeno bastante pronunciado nos dois eletroferogramas constantes na Figura
23 ¢é a diferenca no comportamento do sinal analitico da COD. Na Figura 23 A, temos um
pico positivo e com elevada simetria, enquanto na Figura 23 B, é apresentado um pico
negativo, assimétrico com uma cauda no seu final (lado direito). Essa diferenca do
formato do sinal analitico em cada caso se deve a diferenca de mobilidade eletrosmotica
da COD em relacdo a mobilidade eletrosmética do contra-ion presente no BGE.
Discrepancias de mobilidade geram bandas distorcidas, que apresentam cauda (“tailing”)
ou cauda frontal (“fronting”) [218]. No primeiro caso (Figura 23 A), a mobilidade das
espécies carregadas de COD, apesar de proxima, € maior e assim o sinal gerado € positivo.
Ja no segundo caso (Figura 23 B), o valor da mobilidade eletrosmética da COD € muito
inferior ao valor da mobilidade do respectivo contra-ion no BGE, desta forma ha um
alargamento do pico proveniente desta diferenca de mobilidades. Fisicamente esse
fendmeno ocorre, pois, a distribuicdo espacial das moléculas no interior do capilar é
assimétrica, e assim gera distor¢des locais do campo elétrico aplicado. No do pico com
cauda da COD, as moléculas do analito que estdo posicionadas na interface entre o BGE
e 0 “plug” de amostra, se difundem para a regido posterior da interface e entram no BGE.
Ha entdo uma diminui¢do de velocidade de migragcdo das espécies de COD devido a
auséncia do efeito “stacking” (potencial aplicado no BGE € menor que no “plug” ), e com
o tempo tendem a afastar-se do centro da banda, ficando atrasadas em relacd@o as outras e

gerando a cauda frontal.

Tabela 7 - Valores de tempo de migracao (t e fo; = SD; n=3), mobilidade limite (uA-;
SD — n=3) em MES/HIS 10 mmol L! em concentraciio equimolar (pH 6,0) e mobilidade
eletroforética (ueff; = SD —n=3) em TRIS/TAPS 10mmol L' em concentragio equimolar
(pH 8,4) de COD (PI) e SCO.

tmSCO 2 tLCOD?* f? uSCo >’ uCoD P’

MES/HIS 26,4+0,2 52,103 83,7£0,2 1,25+0,19 0,34 £0,21
TRIS/TAPS 294+0,2 31,3%+0,2 38,6*x0,2 0,38+0,10 0,29=*0,18
2(s); ® (em? kV~' s). Fonte: Autor (2017).
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Ap6s concluir os estudos experimentais para determinacdo do pKa da SCO,

foi estimado o valor experimental em aproximadamente 10,2. Tal valor encontra-se muito
proximo ao valor esperado de acordo com o tempo de migracao observado para a espécie
SCO nos eletroferogramas ja apresentados. Deste modo, foi possivel inferir que este valor
experimental de pKa para SCO (10,2) esta mais adequado do que aquele encontrado na

literatura (6,9).

4.1.3 Estudo da concentracao dos componentes do BGE

Uma limitacdo observada em todos os BGEs testados, neste estudo, foi a
baixa sensibilidade (razdo sinal/ruido pequena) para todos os cinco cations organicos.
Essa limitagdo provavelmente se deve a pequena diferenca de mobilidade existente entre
os analitos ¢ os BGEs estudados (detec¢do condutométrica). Estudos adicionais na
composi¢do do BGE selecionado foram realizados para superar esta limitacio e assim se

obter maiores valores para a razao sinal/ruido (SNR).

O intuito dos estudos de composicdo do BGE foram focados em determinar
se com o aumento da mobilidade do BGE haveria uma maior discrepancia entre a
mobilidade deste e a dos analitos cationicos. A opg¢do inicial considerada foi estudar a
influéncia da concentracdo de B-alanina (5, 10, 20, e 30 mmol LY na composicao do

BGE. Os resultados deste estudo sdo apresentados na Figura 24.

Figura 24 -Eletroferogramas obtidos pela injecdo de citions (450 umol L! cada ) e PAR
(10 mmol L‘l), em diferentes BGE com concentragdes crescentes de f-alanina (5, 10, 20,
e 30 mmol L!). *pico do sistema. Outras cgndigées Figura 22.
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Visto que a molécula de B-alanina por si s6 ja oferece baixa mobilidade, ao

se estudar a influéncia da concentrac¢do desta na composi¢ao do BGE, nao houve aumento
consideravel na mobilidade final do BGE e, portanto, pouca melhora na razao sinal/ruido
entre o BGE e os analitos foi observada. Porém, esse estudo foi de utilidade para indicar
a melhor capacidade tamponante do BGE selecionado. A medida em que se aumentou a
concentragdo de B-alanina na composi¢do do BGE, melhor foi a capacidade tamponante
do mesmo (maiores quantidades de andlises puderam ser realizadas sem

recondicionamento do capilar).

Nao houve discrepancia na sensibilidade das espécies, entre as concentracdes
de 20 e 30 mmol L' de B-alanina quando avaliada sua capacidade tamponante. Ainda, a
medida que se aumentou a concentragdo de B-alanina no BGE, foi observado também
uma elevagdo discreta nos tempos de migracdo de cada analito (= 9 s), o que €
perfeitamente concordante com a teoria de eletroforese capilar (Equacdo 4 e 5) [252].
Essa diferenca de velocidade em um mesmo potencial de separacdo pode ser justificada
devido a menor concentracdo do BGE estar relacionada a menor quantidade de cations
que estdo sendo atraidos eletrostaticamente pelos grupos silandis da parede do capilar
(além da dupla camada elétrica), e deste modo, o potencial aplicado precisa mover menos
moléculas do EOF. Concentracdes inferiores ndo foram testadas devido a diminuicdo
excessiva da capacidade tamponante do BGE. Assim, devido a um comprometimento
satisfatorio entre a capacidade tamponante e o tempo de andlise, a concentragdo de
20 mmol L' de PB-alanina foi selecionada para a composicio do BGE nos estudos

subsequentes.

4.1.4 Estudo da influéncia de NaCl no BGE

Como a alternativa de se elevar a concentragdo de f-alanina ndo logrou éxito
em aumentar a mobilidade do BGE, outra abordagem foi estudada: adi¢cdo de NaCl ao

BGE.

De acordo com o trabalho publicado por Ding ef al. [252], ao se adicionar um
sal ao BGE, em no minimo trés vezes a forca idnica das amostras, é possivel se obter
melhora no sinal analitico sem causar prejuizo de ruido ou mesmo problemas pela
oscilagdo de temperatura (efeito Joule). Deste modo, foram adicionados 1, 4 e
10 mmol L' de NaCl em solucdes do BGE com intuito de se verificar a modificacdo na

relacdo sinal/ruido dos analitos em tela. Os resultados obtidos neste estudo sido
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apresentados nos eletroferogramas constantes nas Figuras 25, 26 e 27 e nas curvas de

calibracdo constantes na Figura 28.

Como pode ser visualizado na Figura 25, apesar de melhor separacdo em
10 mmol L! entre o par ORP e PRO, fatores como a auséncia de linearidade em elevadas
concentracdes como € o caso do PAR em relag¢do aos outros farmacos e maior tempo de
analise, direcionaram a escolha da adi¢do de NaCl para a concentracdo de 4 mmol L.
Outro fator que chama a atencdo € a mudanga na mobilidade do BGE a medida em que
se eleva a concentracdo de NaCl, também se aumenta a condutividade (“gap” entre as
linhas base) e consequentemente a escala do sinal analitico (A.U.). Notadamente, o pico
de sistema ap6s o sinal do EOF desaparece quando se adiciona 10 mmol L' de NaCl ao
BGE, muito provavelmente, devido ao fato de a condutividade/mobilidade do BGE, com
esta quantidade de sal em sua composicdo, se igualou a condutividade/mobilidade da
espécie desconhecida que outrora causava o pico do sistema, anulando assim seu sinal

analitico.

Figura 25 - Eletroferogramas obtidos pela injecdo de solucdes padrdes contendo os
analitos com adi¢do crescente de NaCl na composi¢io do BGE: a) 0 mmol L', b) 1 mmol
L', ¢) 4 mmol L' e d) 10 mmol L'!. Outras condic¢des, vide Figura 22.
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Fonte: Autor (2017).

Como o sinal analitico na Figura 25 fica prejudicado pela forma e escala em
que estdo apresentados os eletroferogramas, focando na diferenga de condutividade do

BGE pelo “gap” das linhas base, uma melhor apresentagdo destes resultados, focando
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agora no sinal analitico fica apresentada na Figura 26 e ainda melhor na Figura 27, apenas

para auséncia e presenca de 4 mmol L' de NaCl no BGE.

Figura 26 — Eletroferogramas, em escala mais aproximada, obtidos pela injecdo de
solucdes padrdes contendo os analitos com adi¢d@o crescente de NaCl na composi¢do do
BGE: a) 0 mmol L', b) I mmol L', ¢) 4 mmol L e d) 10 mmol L. Outras condi¢des,

vide Figura 22.
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Figura 27 — Eletroferogramas, em escala mais aproximada, obtidos pela inje¢do de
solucdes padrdes contendo os analitos na auséncia (0 mmol L) e na presenca (4 mmol
L") de NaCl na composicdo do BGE. Outras condic¢des, vide Figura 22.
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Fonte: Autor (2017).

Ao se observar a Figuras 25 e 27, nota-se que ha um incremento proporcional
da mobilidade do EOF, bem como aumento da condutividade da solucdo. Esse incremento
tanto na mobilidade quanto na condutividade faz com que se aumente o sinal analitico de
cada um dos compostos, devido ao aumento da janela de mobilidade entre os analitos de
baixa mobilidade e o BGE. Essa também € a justificativa pela melhora dos formatos dos
picos de todos analitos, bem como uma melhora na resolu¢do entre os sinais provenientes
da SCO e TRA. Tal comportamento era esperado e fica melhor visualizado na Figura 27,
na qual se apresenta uma melhora dos sinais analiticos quando da adi¢do de NaCl ao BGE.
Essa influéncia positiva com o uso do BGE salino foi confirmada e esta apresentada na
Figura 28, a qual mostra curvas de calibragdo obtidas para ORP e PAR usando
20 mmol L' de B-alanina e 4 mmol L' de NaOH (pH 9,6) como BGE sem (V) e com
adicdo de 1 (A), 4 (0), e 10 (o) mmol L' de NaCl. Os valores dos coeficientes de
correlagdo (r), bem como as inclinagdes das curvas de calibracdo (sensibilidade) para

todos os analitos s@o apresentados na Tabela 8.
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Figura 28 - Curvas de calibracdo obtidas para ORP (0, 100, 200, 300, 400 e
500 pumol L") e PAR (0, 200, 400, 600, 800 e 1000 pmol L") usando 20 mmol L' de
B-alanina e 4 mmol L' de NaOH (pH 9.6) como BGE sem (V) e com a adi¢do de 1 (A),
4 (0), e 10 (o) mmol L' de NaCl.
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Fonte: Autor (2017).

Ainda, assim como pode ser visto na Figura 28 para ORP e PAR, bem como
na Tabela 8, para todos os outros analitos catidnicos (comportamento muito similar ao da
ORP), a adicdio de 1 e 4 mmol L' de NaCl ao BGE causa um aumento na inclinacio
(sensibilidade) das curvas de calibracdo (Tabela 8). J4 com a adi¢do de concentracoes
ainda maiores de NaCl (10 mmol L), além de ndo ter sido observada diferenca
significativa na inclinacio da curva de calibracdo, um aumento no ruido da linha de base
foi observado—acompanhado com uma queda na linearidade. Este fato se deve,
provavelmente, a intensificacdo do efeito Joule, ocasionando uma mudanga de
temperatura no sistema ao se aumentar excessivamente a forca idnica do BGE, além de
modificar parametros como a viscosidade e o potencial zeta do BGE. Além disso, uma
perda da linearidade foi observada na presenca de 10 mmol L' de NaCl na composigdo
do BGE. Deste modo, a melhor composi¢do para o BGE foi considerada a de 20 mmol L

! de B-alanina + 4 mmol L' de NaOH + 4 mmol L! de NaCl, com o valor de pH 9,6.
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Tabela 8 - Mudancgas observadas nos coeficientes de correlacio e inclinagdes (slope) das
curvas de calibra¢do dos analitos alvos, pela adicdo de NaCl na composi¢do do BGE.

NaCl NaCl NaCl NaCl

Ommol L' 7 mmol L 4 mmol L1 10 mmol L-!

r 0,997 0,998 0,998 0,954

SCO
Inclinacdo 3833165 10446 +290 16432550 17218 £873
r 0,996 0,998 0,989 0,980

TRA
Inclinacdo 5285 %265 14844 +660 26839 1424 30061 + 1909
r 0,998 0,997 0,9989 0,971

ORP
Inclinacdo 10096 +231 27278 +£1037 39058 £912 33687 + 3497
r 0,991 0,994 0,994 0,962

PRO
Inclinacao 4285+ 110 9448 £524 19258 £1036 20113 + 1866
r 0,993 0,998 0,997 0,989

CODb
Inclinacao 9065 £301 24633 +£999 317561172 31005 +2012
r 0,998 0,998 0,989 0,969

PAR

Inclinacdo 4529 +130 11023 +£324 16340 +£491 13097 =977

Regressao linear: Sinal Analitico = a + b * [analito]. Fonte: Autor (2017).

4.1.5 Avaliacao das melhores condi¢des dos parametros do método proposto

A proposta inicial deste trabalho foi desenvolver um método que fosse capaz
de determinar todos os analitos alvo em uma udnica corrida eletroforética. No entanto,
houve um inconveniente em comum a todos os BGE testados: as espécies PRO e ORP,
devido a seus comportamentos e caracteristicas similares (carga, massa molar e pKa),
apresentaram tempos de migracdo muito proximos e, assim, co-migraram, como pode ser
visualizado nos eletroferogramas ja apresentados na Figura 27. Ainda com esperanga de
se utilizar o BGE selecionado como ideal para determinar simultaneamente os analitos

aqui propostos com um unico procedimento de calibracdo, realizou-se um estudo do
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tempo de injecdo (volume injetado hidrodinamicamente), tanto para obter um bom

desempenho, com boa estabilidade (repetibilidade dos tempos de migracdao) e
sensibilidade nos experimentos, tanto quanto na tentativa de se separar a co-migracdo do
par PRO/ORP. No estudo do efeito do tempo de inje¢do hidrodindmica, os seguintes
tempos foram testados: 0,5; 1,0; 1,5; e 2,0 segundos com pressurizagdo constante do

sistema em 25 kPa. Os resultados deste estudo s@o apresentados na Figura 29.

Figura 29 - Estudo do tempo de injecdo com eletroferogramas obtidos a partir da injecao
de solugdo padrio contendo SCO, TRA, ORP, PRO, COD (300 umol L' de cada) e PAR
(1000 pmol L1). Pressdo constante de injecio: 25 kPa; demais condi¢des experimentais:

idem Figura 22.
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Fonte: Autor (2017).

Conforme € apresentado na Figura 29, e como era esperado, um aumento no
tempo de injecdo causa um incremento no tamanho do sinal analitico de todos os
farmacos. Isso se deve ao fato de que ao ser acionada, a bomba que pressuriza o sistema
para ocorrer a injecdo hidrodindmica por um periodo mais longo, maiores “plugs” de
amostra sio injetados dentro do capilar e assim, maior volume de solu¢do contendo os
analitos passam pelo detector. Apesar de congruentes com o esperado, ndo lograram

sucesso as tentativas de, em baixos tempos de inje¢do, separar o par co-migrante
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ORP/PRO. Nio foram testados tempos inferiores a 0,3 segundos por limitacdes de

repetitividade do equipamento em reproduzir, com precisdo, a duragdo da aplicacdo da
pressdo. A injec@o no tempo de 1,0 segundo assegurou o melhor comprometimento em
termos de resolucao na separacdo e razao sinal ruido.

Como a temperatura afeta a viscosidade do BGE, o equipamento utilizado
neste trabalho € capaz de manter a temperatura controlada, através de uma micro
controladora computacional associada a um sistema Peltier. Foram testadas 5 diferentes
temperaturas do sistema (20,0; 22,5; 25,0; 27,5 e 30,0 °C) durante as andlises com intuito
de checar a influéncia deste parametro na robustez do método proposto. Deste estudo
pode-se concluir que existe uma faixa de aproximadamente 10 °C de temperatura (de
20 °C a 30 °C) que nao causam influéncia nas medidas do método proposto. Embora as
variacOes de temperatura testadas ndo terem apresentado mudancga significativa durante
as medidas, ndo afetando as resolucdes entre os analitos, controlar o pH e o tempo de
injecdo de 1,0 segundos em pressdo de 25 kPa é fundamental para a manutencao tanto da
resolucao quanto dos tempos de migracdo. As condi¢cdes que foram otimizadas nesta etapa
prévia do método proposto sao apresentadas na Tabela 9 (n = 10).

Uma abordagem que ndo foi testada seria a op¢do de se aumentar o
comprimento efetivo do capilar, no entanto, priorizando uma anélise rapida, essa op¢ao
foi descartada para evitar um aumento no tempo de analise. Uma tdltima opg¢do para tentar
melhorar a resolucdo entre as espécies (PRO e ORP) que apresentavam tempos de
migracdo semelhantes poderia ser a elevacao no potencial de separacdo. No entanto, essa
nio era uma abordagem disponivel, pois ha uma limitacio do equipamento CE-C*D
utilizado neste trabalho para a aplicacdo de potenciais de separacdo superiores a 25 kV,
sem causar prejuizos ao proprio equipamento e a analise. Ao se realizar medidas com
potencial de separacdo de 30 kV ocorreram distor¢des nos eletroferogramas, tornando-os
pouco reprodutiveis e com linhas de base apresentando excesso de ruido, provavelmente
causados pela fuga de alta tens@o e/ou maior aquecimento do BGE no interior da coluna

de silica.



97
Tabela 9 - Condicdes otimizadas para o método de CE-C*D proposto.

Parametros Faixa estudada Valor 6timo
pH do BGE 9.4-9,7 9,6
Capacidade tamponante A,B,C,eD? B-alanina
Concentragdo de B-alanina ° 10-30 20
Concentragio de NaCl ® 0-10 4
Tempo de injecdo (s) a 25 kPa 0,5-2,0s 1,0s
Temperatura (°C) 20-30°C 25°C

A, B, C, e D: Borato, TRIS/TAPS, TEA, e B-alanina, respectivamente; "mmol L'
Fonte: Autor (2017).

Como nio foi obtido €xito em conseguir uma resolu¢do adequada (>1,5) entre
o par ORP/PRO, concluiu-se que amostras comerciais contendo ambos os pares de
analitos PRO/PAR e ORP/PAR nao podem ser analisadas na mesma curva de calibragdo.
Essa afirmacgdo € valida apenas nas condi¢des avaliadas (tempo de inje¢do, pH e forga
i6nica), por CE-C*D utilizando o mesmo procedimento de anilise e/ou calibraciio pelo
método proposto. Devido a esta limitacdo, foi proposto separar os analitos alvo deste
estudo em dois grupos distintos: (A) SCO, TRA, ORP, COD e PAR; e (B) SCO, TRA,
PRO, COD e PAR. Assim, praticamente todas as amostras comerciais podem ser
analisadas empregando um tnico procedimento de calibracdo. No grupo A, todos analitos
propostos sdo eficazmente determinados, no entanto, a amostra contendo o par de analitos
PRO/PAR ndo pode ser analisada, enquanto no grupo B, amostras contendo o par
ORP/PAR ndo podem ser analisadas. A Figura 30 apresenta os eletroferogramas

caracteristicos dos grupos A e B.



98
Figura 30 - Eletroferogramas obtidos pela injecdo de solugdes padrdo contendo: (A) 250
pmol L' de SCO, TRA, PRO, e COD e 3000 pmol L' de PAR; (B) 200 pmol L' de
SCO, TRA, ORP, e COD e 3000 pmol L' de PAR. BGE: 20 mmol L' B-alanina + 4
mmol L' NaCl + 4 mmol L' NaOH (pH 9,6) outras condicdes, vide Figura 22.
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Fonte: Autor (2017).

4.1.6 Estudo de repetibilidade

Ap6s a definicdo das melhores condi¢des experimentais em relagdo aos
parametros mencionados anteriormente, procedeu-se com os estudos adicionais com
intuito de realizar a validacdo do método proposto. O estudo de repetibilidade ¢é
apresentado na Figura 31 com a exposicao de 4 eletroferogramas obtidos a partir de
injecdes sucessivas de uma solugio padrio contendo os analitos alvos (300 umol L' de
cada um dos cétions e 1 mmol L' de PAR).

Como pode ser visualizado na Figura 31, respostas similares e estaveis
ocorriam até cerca de 20 injecdes sucessivas usando o mesmo BGE. Os resultados
estatisticos calculados a partir dos dados da Figura 31 s@o apresentados adiante, em
conjunto a varios outros resultados na Tabela 10.

Ap0s essas 20 injecdes, foram observadas algumas mudangas nos tempos de
migracdo das espécies estudadas, especificamente uma reducio na resolugdo entre SCO
e TRA e entre o EOF e PAR. Essa limitagao foi contornada facilmente com a substituicao
do BGE no interior do capilar ao se realizar o procedimento de “flush” (inje¢ao de BGE

por 3 minutos), com intuito de restaurar as condi¢des iniciais e ideais para a anélise.
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Figura 31 - Estudo de repetibilidade: Eletroferogramas obtidos por 20 injecdes
sucessivas de solu¢do contendo padrdes de 250 umol L' de SCO, TRA, ORP, COD ¢ 3
mmol L' de PAR. Outras condicdes, vide Figura 22.
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Fonte: Autor (2017).

4.1.7 Estudo de linearidade

Outra otimizacao investigada foi o estudo da faixa linear de trabalho para os
analitos alvo com intuito de se obter um coeficiente de correlagdo adequado (> 0,99)
segundo ANVISA [304], de modo a ser aplicavel a analise de amostras reais de farmacos
em uma Unica corrida eletroforética. Nas amostras farmacéuticas disponiveis no mercado,
a concentracao de PAR é muitas vezes maior do que a dos outros analitos catidonicos
presentes na formulacdo. Desta forma, a andlise de amostras em uma unica corrida
eletroforética somente € possivel caso exista uma relacdo linear entre a condutividade
(parametro de leitura do detector) na faixa de concentracdo dos fAirmacos nas amostras.
Concentragdes muito diferentes podem ser encontradas nas amostras farmacéuticas entre
os cations organicos e o PAR (até 50 vezes maior do que os outros analitos).

Uma grande vantagem do uso da detecgio C*D € a de se ter uma resposta
linear entre condutividade e uma ampla faixa de concentracdo, desta forma sendo possivel

se trabalhar, principalmente em valores mais elevados de concentracgao.
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Utilizando os parametros otimizados que s@o apresentados na Tabela 9, uma

boa relagio linear para o PAR & observada desde 0,1 até 15 mmol L™ (r = 0,989). Quanto
aos outros analitos alvo, a resposta linear foi observada na faixa entre 100 e
350 umol L' (r > 0,989). Os eletroferogramas obtidos no estudo da faixa linear de

resposta sdo apresentados nas Figuras 32 e 33.

Figura 32 - Eletroferogramas obtidos com a injec@o de solu¢do padrdo contendo SCO,
TRA, ORP, COD (a-h: 100; 150; 200; 250; 350; 450; 550 e 650 umol L' cada), e PAR
(a-h: 1,5; 2,0; 3,0; 5,0; 7,5; 10,0; 12,5 e 15,0 mmol L. *pico do sistema. Outras
condicdes, vide Figura 22.
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Figura 33 - Eletroferogramas obtidos com a inje¢do de solu¢dao contendo SCO, TRA,
PRO, COD (a-e: 100; 150; 200; 250 e 350 umol L' cada), e PAR (a-e: 1,5; 2,0; 3,0; 4,0
e 5,0 mmol L"). Outras condicdes, vide Figura 22.
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Fonte: Autor (2017).

Conforme pode ser observado nas Figuras 32 e 33, mesmo considerando a
elevada concentracdo de até 50 vezes a mais de PAR em relagdo ao outro farmaco,
amostras comerciais contendo essa diferenca de concentracdo entre espécies podem ser
analisadas em uma unica corrida eletroforética. As caracteristicas analiticas obtidas a
partir do tratamento dos dados dos eletroferogramas mostrados nas Figuras 32 e 33 sdo
apresentados na Tabela 10, junto a outras caracteristicas do método proposto.

Na anélise das amostras, uma faixa de concentracdo menor foi usada para
construgdo das curvas de calibragdo. A linearidade observada para todos os analitos no
intervalo de concentracdo estudado pode ser considerada adequada, segundo os
parametros da ANVISA [304], uma vez que todos os coeficientes de correlacdo sdo

superiores a 0,989 e sdo apresentadas na Figura 34.
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Figura 34 - Curvas analiticas para todos os analitos (A) ORP; (B) TRA; (C) SCP; (D)
PRO; (E) COD e (F) PAR, obtidas pelo método CE-C*D proposto (n=3).
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4.1.8 Avaliacao do LOD e precisao

Considerando o que fora apresentado na introdug@o no que tange as formas

de se obter os valores de LOD e que o método empirico apresenta valores de LOD menos

supervalorizados, e deste modo mais realisticos, fundamentados em dados experimentais,

essa abordagem foi a escolhida para ser utilizada neste trabalho. Deste modo, os

resultados obtidos para LOD sdo apresentados na Tabela 10. Embora relativamente

elevados, os LOD apresentados sdo adequados para que o método proposto possa ser

empregado em andlises de controle de qualidade de formulagdes farmacéuticas.

A precisdo intra dias do método proposto foi examinada através de 20

injecdes sucessivas de solugdes padrdes contendo todos os analitos e foi apresentada
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anteriormente (Figura 31 - repetibilidade). Ja a precisdo inter dias foi avaliada com base

na andlise de solugdes padrdes contendo todos os analitos em cinco dias de trabalho
distintos (n=5). Estes resultados também sdo apresentados na Tabela 10.

Os resultados apresentados na Tabela 10 indicam que o método proposto
possui ajuste linear, entre a concentracdo estudada e o sinal analitico, com bons
coeficientes de correlagdo (> 0,989), adequados valores de precisdo intra dias (DPR < 3,2
%; n = 10) e inter-dias (DPR < 5,5 %; n = 10). Desta forma ¢ possivel concluir que o
método CE-C*D aqui proposto possui como caracteristica uma boa estabilidade.

A ampla faixa linear de resposta obtida para PAR (0,1 até 15,0 mmol L)
permitiu que as analises das amostras ocorressem em uma Unica corrida eletroforética
(frequéncia analitica = 29 inje¢des h™') e com consumo minimo de reagentes (3 mL de

BGE por dia de anélise), podendo ser considerado um método ambientalmente amigével.

4.1.9 Aplicacio do método proposto

Nas andlises quimicas, principalmente em se tratando de amostras
farmacéuticas contendo mais do que um principio ativo, realizar todo procedimento
analitico em uma tunica etapa é extremamente interessante por questdes ambientais e
econOmicas. No entanto, devido a complexidade da composicdo das amostras em estudo
neste trabalho (concentragdo de PAR superior ao outro principio ativo — até 50:1), os
métodos analiticos ja preconizados poderiam encontrar dificuldades ao realizar tais
andlises em uma unica etapa, podendo ser necessario uma etapa de pré tratamento de
amostras ou pelo menos duas dilui¢des distintas. Neste trabalho, a resposta linear do
detector C*D para a ampla faixa de concentragido de PAR (0,1 — 15,0 mmol L) foi de
fundamental importancia para que a analise ocorresse em uma tnica etapa. O desempenho
do método de CE-C*D foi avaliado, neste tltimo quesito, através da andlise de cinco
amostras contendo diferentes conjuntos de firmacos com os parametros da calibracdo

analitica realizada na Figura 34. Os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 11.



Tabela 10 - Caracteristicas analiticas do método proposto ({umol L'}, "Regressdo linear: Sinal analitico = a + b [analito]).

104

SCO TRA ORP PRO COD PAR
LOD?* 2,5 0,6 0,6 2,5 15,0 1,6
r 0,998 0,989 0,998 0,994 0,997 0,989
Inclinagio (b)° 16432 £+ 550 26839 £ 1424 39058 £912 19258 £1036 31756 £ 1172 16340 =491
Faixa linear® 100-350 100-350 100-350 100-350 100-350 100-15000
Intra-dia (%; n=20) 1,8 2,7 2,5 2,2 2,5 3,2
Inter-dia (%; n = 10) 49 4,6 4.4 5,5 3,6 2,8
Resolucdo (n=10) - 1,34 £ 0,03 1,91 £0,04 3,92 £ 0,06 3,77 £ 0,04 1,53 £0,03
Tempo de migracao (s) (n=10) 94,2 £0,25 96,1 £0,35 101,1 £ 0,51 101,8 £0,29 111,4 £0,22 120,7 £ 0,36
Area do pico (A.U.) (n=10) 24309 £ 1012 23788 £ 667 25898 = 1865 18518 £ 1030 38124 +£2008 118275 £ 1894
Injecdes h’! 29 29 29 29 29 29
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O método foi avaliado ainda através da andlise de amostras farmacéuticas
reais e mediante ensaios de recuperagdo, os quais foram usados para aferir a exatidao
(ANVISA [304]). Amostras foram adequadamente preparadas em uma concentracdo de
250 umol L' de cada analito catidnico para serem analisadas antes e ap6s adi¢do de uma
concentracao de 50 umol L!. No caso do PAR, 0 mesmo procedimento foi realizado, no
entanto, a amostra foi preparada em uma concentraciio de 2 mmol L e apés adi¢do de
uma concentraciio conhecida de 500 pmol L™ !. Os ensaios de recuperacdo apresentaram
resultados com recuperacdes entre 94 e 104% para todos os analitos, desta forma
evidenciando auséncia de qualquer efeito de matriz e apresentando uma boa exatidao para

o método proposto. Estes resultados sdo apresentados na Tabela 11.

Tabela 11 - Resultados (média *+ desvio padrdo; n = 3) obtidos pela determinacdo dos
principios ativos contidos em cinco amostras farmacéuticas usando o método CE-C*D
proposto.

val 1o Rétal CE-C*D Erro  nsaios de
alores do Rétulo ~
Amostra Analitos Recuperacao
(mg/comprimido) (mg/comprimido) (%) (%)
A SCO 10 9,6 £0,3 4,0 9 +3
PAR 500 488 £6 2,4 96 + 1
. TRA 375 39,0+ 1 -4,0 104 +2
PAR 325 331+6 -1,8 97 £ 6
c PRO 10 9,7+ 0,6 3,0 04 +3
PAR 500 493 £6 1,4 101 £3
D COD 30 30,9 £ 0,8 -3,0 98 £ 6
PAR 500 467 £ 7 6,6 99 +4
. ORP 35 35,7+23 -2,0 100 £ 3
PAR 450 463+5 2,8 9 +3

Erro: (Valores encontrado no rétulo) — (Valores obtidos pelo método proposto). Fonte:
Autor (2017).

Conforme pode ser visualizado na Tabela 11, os resultados obtidos foram
similares aos informados nos rétulos dos medicamentos, com diferencas entre os valores
encontrados no rétulo e aqueles obtidos pelo método proposto menores do que 6,6%.

Além disso, considerando a grande diferenca entre a concentracdo de PAR e dos outros
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principios ativos, o resultado obtido nos ensaios de recuperacdo foram adequados para
amostras farmacéuticas (94% — 104%), ndo sendo encontrados, desta forma, efeitos de

matriz.

4.1.10 Estudo da degradacao induzida via exposicao solar

Um dltimo experimento foi realizado para determinar a estabilidade de
solucdes contendo os cétions e o PAR a exposi¢do solar. Uma mesma solug¢do padrio,
contendo um dos analitos nas propor¢des encontradas nos medicamentos comerciais, foi
separada em dois flaconetes plasticos (“eppendorf™), sendo uma exposta a radiacao solar
por 3h e a outra mantida na sombra. O resultado obtido pode ser visualizado na

Figura 35.

Figura 35 - Eletroferogramas obtidos pela injecdo de duas solugdes padrao contendo
concentracdes idénticas entre si dos farmacos em propor¢des comercialmente disponivel,
sendo uma delas mantida na sombra (a) e outra exposta por 3 horas a radiacdo solar (b).
P1, P2, P3 e P4 sao picos desconhecidos. Outras condic¢des, vide Figura 22.
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Fonte: Autor (2017).
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Como pode ser notado na Figura 35, ha uma queda do sinal analitico
correspondente a PRO, bem como surgimento de quatro picos anidnicos desconhecidos
P1, P2, P3 e P4. Ainda, como ndo foi notada reducdo significativa nos sinais analiticos
dos outros analitos, ha indicios que os mesmos ndo sofreram degradacio por exposi¢do a
luz solar por 3 horas. Assim sendo, tais anions desconhecidos P1, P2, P3 e P4
provavelmente sdo produtos de degradacdo originados da fotdlise da PRO. Como em
apenas 3 horas houve a degradacdo deste farmaco com aparecimento de pelo menos
quatro novos compostos, fica aqui registrada a instabilidade da PRO a radiag@o solar, a
qual também é mencionada na literatura [305, 306], bem como sua instabilidade a
elevadas temperaturas [307]. Para confirmar tal hipdtese, uma solu¢do contendo cada
farmaco individualmente foi exposta a mesma radiacdo, sendo notados, apds anélise no
sistema CE-C*D, reducio do sinal analitico, bem como aparecimento de novos picos,
apenas para PRO.

Ao se analisar as estruturas que constam no trabalho de Underberg W. e
colaboradores [307] e utilizando as ferramentas para calcular o provavel valor de pKa
[11] de tais produtos de degradacdo, teriamos como dois provaveis candidatos a serem
dois dos anions desconhecidos P1, P2, P3 e P4. Devido as suas caracteristicas, tais
candidatos poderiam ser os anions provenientes da estrutura XIII [307], de nome
fornecido pelo software “10, 10a-dihydrophenothiazin-3-one”, com pKa 0,90 e formula
molecular C12HoNOS [11]; e da estrutura XIV [307], de nome fornecido pelo software
“7-hydroxy-10, 10a-dihydrophenothiazin-3-one”, com pKa; 0,89 e pKaz 9,90 e férmula

molecular C12HoNO>S [11], como podem ser visualizados na Tabela 12.

Tabela 12 - Possiveis candidatos a produtos de degradacao anidénicos da PRO.

Nuamero do
Nome Estrutura molecular pKa [11]
produto[307]
10,10a- by
dihydrophenothiazin- XITI ﬁ D 2,90
3-one @ S

7-hydroxy-10,10a-

H
N
dihydrophenothiazin- XIV ﬁ D\ 4,30 € 9,90
O S OH

3-one

Fonte: Autor (2017).
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Cabe ainda salientar que podem haver mais do que quatro produtos de
degradacdo para este composto, apds exposicao ao sol, no entanto, tais sinais analiticos
podem estar suprimidos do eletroferograma nas condicdes apresentadas devido,
provavelmente, a trés das situagdes: i) a provavel similaridade entre a mobilidade destes
outros produtos da fotdlise, ii) serem neutros nestas condi¢cdes e apresentarem tempos de
migracdo junto ao EOF, e iii) estarem abaixo do LOD do método proposto, desta forma
nio sendo detectados por C*D.

Tal afirmacdo também pode ser aplicada aos outros analitos, mesmo nao
havendo indicios de degradagcdo dos outros compostos, os mesmos podem ter sofrido
fotolise em escala menor que a PRO, e insuficiente para serem notados nos sinais
analiticos dos eletroferogramas, devido ao LOD e aos desvios intrinsecos do método
proposto, tanto para a reducdo dos sinais originais, quanto para o surgimento de novos
sinais (provenientes de produtos de degradacdo). Cabe salientar que esta discussdo se
aplica para todas as técnicas analiticas, inclusive aquelas consideradas como as mais
sensiveis, uma vez que tais sinais analiticos dependem da extensao da degradagdo e caso
esta ocorra de forma discreta, nem mesmo o método com menores LOD e menores
desvios sera capaz de determinar se houve ou ndo degradacao[229].

Em relacdo a provavel composicao e estrutura dos compostos P1, P2 P3 e P4,
com intuito de verificar se alguns destes quatro poderiam ser as estruturas XIII e XIV
apresentadas no trabalho de Underberg W. e colaboradores [307], bem como determinar
se ha modificacdo dos compostos presentes no tempo de migracdo do EOF indicando
assim outros produtos da fotdlise, seriam necessario o uso de outras técnicas analiticas,
para aumentar a quantidade de informacdes, como por exemplo a abordagem utilizada
para se determinar fendis por CE-MS-C*D [232] e como muito bem apresentado na
identificacdo de um novo subproduto da degradacdo da DIP, também utilizando-se CE-

MS [229].

4.1.11 Apresentacao do comportamento eletroforético das amostras

Ainda, eletroferogramas caracteristicos das amostras sdo apresentados nas

Figuras 36 a 39, para apreciacdo do sinal analitico das amostras.
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Figura 36 - Eletroferograma obtido a partir da injecdo de uma solucdo contendo amostra
de SCO e PAR. Sem (A) e com (B) zoom para melhor visualiza¢ao do sinal da SCO.
Outras condig¢des, vide Figura 22.
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Figura 37 - Eletroferograma obtido a partir da injecao de uma solu¢ao contendo amostra

de TRA e PAR.
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Outras condicdes, vide Figura 22.
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Figura 38 - Eletroferograma obtido a partir da injecao de uma soluc¢io contendo amostra

de COD e PAR.
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Outras condicdes, vide Figura 22.
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Figura 39 - Eletroferograma obtido a partir da injecao de uma solu¢ao contendo amostra
de PRO e PAR. Sem (A) e com (B) zoom para melhor visualiza¢ao do sinal da PRO.

Outras condicdes, vide Figura 22.
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4.1.12 Conclusoes parciais

Os resultados obtidos e expostos nesta secao demonstram que:
v O método proposto permite a determinacdo rapida e simultinea de PAR,
COD, SCO, TRA, PRO ou de PAR, COD, SCO, TRA, ORP em formulagtes
farmaceéuticas, pois fornece limites de deteccdo e quantificagdo, seletividade e
linearidade para as amostras avaliadas, robustez quanto a variacdo da temperatura,
precisao (intra e inter dia) e exatiddo (ensaio de recuperag¢ao) adequados para esta
finalidade. Concordantes com esta afirmacdo, estdo os resultados obtidos pelos
ensaios de recuperagao.
v A adicao de NaCl a composicao do BGE demonstrou ser uma estratégia
eficiente para elevar a sensibilidade dos analitos que possuem baixa
mobilidade/condutividade quando comparados a mobilidade/condutividade do
BGE.
v O método empregado possui procedimentos simples, sem necessidade de
preparo de amostra (apenas diluicdo), sem etapas prévias de extracdo ou
derivatizacdo, e sem se fazer necessario o uso de PI (normalmente requisitado em
andlises por CE).
v O método proposto apresenta uma elevada frequéncia analitica
(29 injegdes h') se tornando ideal para andlises rotineiras, com um consumo
minimo de solventes e reagentes ndo toxicos, podendo ser considerado um método
analitico verde (ECOfriendly) por reduzir, em uma grande escala, o custo e a

geracdo de residuos.
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4.2 Parte I1: Desenvolvimento de novos métodos para determinacao simultanea

de PAR e anions organicos presentes em formulacoes farmacéuticas.

Com intuito de aumentar a aplicabilidade do sistema CE-C*D na analise de
medicamentos comercialmente disponiveis que contém PAR e um dos principios ativos
que seguem: naproxeno (NAP), ibuprofeno (IBU), cafeina (CAF), 4cido acetilsalicilico
(AAS), dipirona (DIP), piridoxina (PIR), diclofenaco (DCF), acido ascoérbico (ASC),
foram desenvolvidos métodos de determinagao simultidnea do PAR com estes farmacos,

de acordo com as combinagdes disponiveis em formulagdes comerciais.

Ao dar continuidade aos estudos de controle de qualidade de formulagdes
farmacéuticas contendo PAR e outros principios ativos, esse segundo capitulo difere do
primeiro basicamente no que tange a substituicdo de cations orgadnicos por anions
organicos. No entanto, algumas abordagens e estratégias distintas tiveram que ser
realizadas quanto a escolha do BGE, uma vez que foi escolhido se trabalhar com
medicamentos que, além do PAR e outro principio ativo anidnico, contém também
cafeina (CAF) em sua composi¢do. O fato da CAF estar presente em parte destas
formulagdes, bem como o interesse em determinar este alcaloide, torna fundamental a

presenca de DMX [41] para sua determina¢do por CZE (vide introduc¢do) e, deste modo,

modifica a composi¢ao do BGE.

Cronologicamente, foi desenvolvido um método para determinacio de PAR,
CAF e IBU em parceria com o grupo do Prof. Dr. Wallans Torres da Universidade Federal
do Vale do Jequitinhonha e Mucuri (UFVJM), em um trabalho em parceria com o aluno
de mestrado Sandro Chaves. Outra parceria dentro do proprio grupo do Prof. Dr. Eduardo
Richter focou em desenvolver um método para determinacdo rapida de NAP, e por isso,
esses anions encontram-se em estudos separados dos demais. Com base nas experiéncias
obtidas no trabalho realizado com os cations e PAR e também com esses outros trabalhos
em colaboracdo, seguiu-se a determinacdo dos outros anions orginicos que Sao

encontrados em formulacdes comerciais junto ao PAR.

Estudos iniciais foram realizados usando o mesmo BGE empregado na
determinagdo de PAR e céations organicos, o qual logrou alguns resultados positivos. No
entanto, devido a insolubilidade parcial de NAP nas condi¢des do BGE, foram necessérias

algumas adaptagdes no BGE quando da determinacdo deste farmaco. Como ja
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mencionado, outra distingdo no BGE foi feita quando se trabalhou com a determinagao

de CAF, devido a necessidade da presenca de DMX na composi¢ido do BGE.

4.2.1 Desenvolvimento de um método para determinacao simultinea de PAR e
anions organicos presentes em formula¢oes farmacéuticas contendo ibuprofeno

(IBU) e cafeina (CAF).

Com intuito de se realizar a determinacao simultinea de CAF, PAR e IBU

por CZE, duas dificuldades tiveram que ser ultrapassadas.

A primeira limitacdo a ser contornada € o fato das moléculas de CAF serem
neutras nas faixas de pH dos BGEs geralmente empregados em CZE, e, deste modo,
migrarem dentro do capilar junto de outras moléculas neutras bem com da 4gua (marcador
do EOF), gerando assim, um unico sinal analitico proveniente do somatorio destas
moléculas. Segundo nosso conhecimento, a determina¢do de CAF por CZE com detector
C*D é possivel se o DMX for adicionado na composi¢io do BGE para gerar um complexo
anionico com a CAF [41] e tornar a mesma influencidvel ao campo elétrico do sistema,
para que migre e se separe das outras moléculas neutras. Assim, se faz necessario o uso
de no minimo 10 mmol L' de DMX no BGE, uma vez que quantidades inferiores a esta
concentracdo nao apresentam bons resultados quanto a formagdo do complexo. O
complexo carregado negativametne CAF-DMX possui uma baixa mobilidade e seu sinal
analitico pode ser observado imediatamente apds o EOF, se o sistema CE estiver sendo
operado com -25kV de potencial de separacdo (lado da injecdo) e com EOF normal (sem

inversores de fluxo).

A segunda condicao que teve de ser superada foi a necessidade de se usar um
BGE com pH > 9,5 para deslocar o equilibrio quimico das moléculas de PAR (pKa ~9,5)
para sua forma anidnica. Nesta condi¢@o, as moléculas de IBU (pKa ~4,8) apresentam-se
na forma anidnica, e em solugdes com pH acima de ~6,8; todo seu equilibrio quimico

encontra-se deslocado para formacgdo de espécies carregadas negativamente.

O ponto de convergéncia destas duas necessidades para esta analise ocorrer
direcionou a decisdo na composi¢cdo do BGE. Considerando que o DMX (pKa~3,9) nao

apresenta a capacidade tamponante requerida em anélises via CZE quando empregado
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em BGE’s com elevados valores de pH (>9,5), a adi¢io de 10 mmol L' de B-alanina

(pKa~10,2) foi empregada para alcancar as condicdes de tampao nesta faixa de pH.

4.2.1.1 Avaliacao do BGE com distintas bases para correcao de pH

Na etapa seguinte, para otimizar a composicdo do BGE (10 mmol L' de DMX
+10 mmol L' B-alanina), trés solugdes distintas foram testadas para ajustar o pH entre
9,5-11, sendo elas KOH, NH4OH e LiOH, e tais resultados estdo apresentados na
Figura 40.

Figura 40 - Eletroferogramas de solucdes padrao contendo CAF, PAR e IBU (500 pumol
L' de cada) Em trés composi¢oes distintas de BGE (pH 10,4): (A) 10 mmol L' de DMX
+10 mmol L' B-alanina + LiOH; (B) 10 mmol L' de DMX + 10 mmol L' B-alanina +
NH4OH; e (C) 10 mmol L' de DMX + 10 mmol L' B-alanina + KOH. Potencial de
separacdo: +25 kV (lado da injecdo); inje¢do hidrodindmica a 25 kPa por 1,0 s.
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Os resultados com BGE de pH corrigido com KOH nao foram satisfatérios
devido ao pequeno sinal proveniente do IBU, como apresentado na Figura 40. Ainda,
provavelmente, devido a sua menor mobilidade eletroforética/condutividade neste pH, o
NH4OH gerou menor SNR. Uma ainda melhor SNR foi obtida quando se utilizou
quantidades adequadas de LiOH para ajustar o pH, portanto, a composi¢ao escolhida para

o BGE foi 10 mmol L! de DMX + 10 mmol L' B-alanina + LiOH.

4.2.1.2 Avaliacao do valor de pH

Como apresentado nos estudos com PAR e os cations organicos, quando o
BGE esta com pH na faixa entre 9,5-10,0, o sinal analitico do PAR se apresenta na forma
de um pico imediatamente apds o EOF, com tempo de migracao muito semelhante ao do
complexo anidonico CAF-DMX. Desta forma, o pH do BGE teria que ser superior para
que houvesse separa¢do nos tempos de migragao do complexo CAF-DMX e de PAR (pKa
= 9,4). Como mencionado, todas as moléculas de IBU (pKa = 4,8) estdo na sua forma
negativa e, assim, essas variagdes de pH para faixas mais basicas ndo afetam seu tempo
de migracao. Estudos para otimizacao desta faixa de pH foram realizados pela injecdo de
solucdo padrio contendo 209 pmol L~ ! de PAR, 15,7 umol L ! de CAF e 60,7 umol L™ !
de IBU no BGE composto por 10 mmol L' de DMX + 10 mmol L' B-alanina com pH
ajustado com LiOH, resultando em trés BGE com pH 10; pH 10,4 ¢ pH 10,8. O
comportamento dos analitos alvo nestes BGE com diferentes valores de pH s@o

apresentados nos eletroferogramas mostrados na Figura 41.

Como pode ser visualizado na Figura 41, a medida em que se eleva o valor
do pH do BGE, o sinal analitico correspondente ao PAR se aproxima do sinal
correspondente ao IBU. Ainda, com a elevacdo do pH, o pico do sistema migra em tempos
muito proximos ao da CAF, desta forma em pH mais elevado ha uma redugdo da
resolucao entre picos e da eficiéncia do método, além do aumento do tempo de andlise.
Desta forma, como temos novamente, neste trabalho, uma dependéncia da resolucdo dos
picos (tempos de migracdo) com o valor do pH, um BGE com capacidade tamponante no
pH 10,4 (10 mmol L' de DMX + 10 mmol L"! B-alanina +15 mmol L"! LiOH) apresentou

a resolugcdo mais apropriada para os trés analitos em questao.
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Figura 41 - Eletroferogramas obtidos a partir da injecao de solu¢do padriao contendo 209
umol L I'de PAR, 15,7 pmol L I'de CAF, e 60,7 pmol L "'de IBU em BGE com pH=10,0
(A); pH=10,4 (B); e pH=10,8 (C). *pico de sistema. Outras condi¢des, vide Figura 40.
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Fonte: Autor (2017).

4.2.1.3 Avaliacdo da concentracido do DMX

Ap6s os estudos para definir a composicdo e o pH do BGE, e ainda sabendo
da necessidade de se ter, no minimo, 10 mmol L' de DMX na composi¢ao do BGE, foram
testadas composicdes de 10, 15 e 20 mmol L' de DMX no BGE proposto, sendo os

resultados apresentados nos eletroferogramas da Figura 42.
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Figura 42 - Influéncia da concentracio de DMX (10, 20 e 30 mmol L) no BGE:
Eletroferogramas apresentando as injecdes de solugio padrdo contendo 209 pmol L' de
PAR, 15,7 pmol L' de CAF, e 60,7 pmol L' de IBU. Outras condicdes, vide Figura 40.
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Fonte: Autor (2017).

Como pode ser visualizado na Figura 42, quando a concentracdo do DMX no
BGE ¢ aumentada, o tempo de analise também se eleva. Esse fato ocorre possivelmente
pela reducdo no valor do potencial zeta com o aumento da for¢a idnica, resultando assim
em uma velocidade mais lenta do EOF. Com intuito de se gerar um método analitico de
elevada frequéncia analitica, o BGE contendo 10 mmol L' de DMX foi selecionado para

os estudos subsequentes.

Com a definitiva composi¢cdo do BGE, o comportamento dos analitos €
apresentado no eletroferograma gerado pela injecdo de uma solugdo padrdo contendo

CAF, PAR e IBU (1 mmol L! de cada), constante na Figura 43.
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Figura 43 - Eletroferograma contendo a injecdo de uma mistura de solucao padrao com
CAF, PAR e IBU (1 mmol L' de cada) BGE: 10 mmol L' DMX, 10 mmol L™} B-alanina
e 15 mmol L' LiOH (pH = 10,4); *pico do sistema. Outras condicdes, vide Figura 40.
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4.2.1.4 Avaliacao do tempo de injecao

Nessas condi¢des, os tempos de migracdo foram de 1,65 = 0,02, 1,87 + 0,01,
e 2,04 £ 0,03 minutos para CAF, PAR, e IBU, respectivamente. Com base nesses tempos
de migracdo foi possivel calcular e verificar que a resolucdo entre os picos de cada um
dos analitos é mais que satisfatéria (1,41; 5,77 e 4,27; para CAF, PAR, e IBU,
respectivamente) uma vez que valores acima de 1,25 podem ser considerados
aceitaveis [308]. Sendo que apenas a resolucgdo calculada para CAF esta abaixo do valor
minimo preconizado para uma separa¢do completa entre dois analitos por cromatografia
(R=1,5) [12]. Ainda com intuito de se obter o melhor desempenho do sistema para o
método proposto, a influéncia do tempo de injecdo hidrodinamica foi testada, ajustando
0 equipamento com os tempos para injecao de 0,3; 0,6; 1,0; 1,5 e 2,0 segundos com
pressurizacdo constante do sistema em 25 kPa. Este estudo é apresentado nas Figuras 44

e 45.
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Figura 44 — Estudo do tempo de injecdo: eletroferogramas obtidos pela injecdo de
solucdo padrao contendo 209 pmol L' de PAR, 15,7 pmol L! de CAF, e 60,7 pmol L!
de IBU em diferentes tempos de injecdo de a) 0,3 s; ) 0,6 s;¢) 1,08, d) 1,5s;ee)2,0s;
em 25 kPa de pressurizacdo. *pico de sistema. Outras condi¢des, vide Figura 40.
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Fonte: Autor (2017).

Conforme pode ser visualizado na Figura 44, a injecdo no tempo de 1,0 s
assegurou o melhor comprometimento em termos de eficiéncia na separac¢ao, resolucgdo,
e razdo sinal ruido. Como ja mencionado, ndo foram testados tempos inferiores a 0,3 s
por limitagdes de reprodutibilidade do equipamento, € nem superiores a 2,0 s devido a

co-migracao entre CAF e PAR.
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Figura 45 - Estudo do tempo de inje¢do: ampliacdo para melhor visualizar o sinal
analitico da cafeina. Eletroferogramas obtidos pela injecdo de solug@o padrdo contendo
209 umol L' de PAR, 15,7 umol L de CAF, e 60,7 umol L' de IBU em diferentes
tempos de injecdo de a) 0,3 s; b) 0,6 s; ¢) 1,0 s; d) 1,5 s; e e) 2,0 s; em 25 kPa de
pressurizacdo. *pico de sistema. Outras condi¢des, vide Figura 40.
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4.2.1.5 Avaliacido da robustez em relacio a temperatura do sistema

Para finalizar as otimizacOes antes se aplicar o método proposto em amostras
reais, foram testadas 5 diferentes temperaturas do sistema (20,0; 22,5, 25,0; 27,5 e
30,0 °C) durante as analises com intuito de checar a influéncia deste parametro na
robustez do método proposto. Novamente é possivel concluir que existe uma faixa de
temperatura entre 20 °C e 30 °C que pode variar e ndo causar influéncia nas medidas do
método proposto.

Embora as variacdes de temperatura testadas ndo mudaram
significativamente as medidas e resolu¢des entre os analitos, controlar tanto o valor do
pH, quanto do tempo de injecdo de 1,0 s (em pressdo de 25 kPa) é fundamental para a

manutencdo dos tempos de migracdo dos analitos e, por conseguinte, da resolugdo. As
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temperaturas testadas bem como os tempos de migracao dos analitos sdo apresentadas na

Tabela 13 (n = 3).

Tabela 13 - Comparacio dos resultados (media = desvio padrdo; n = 3) obtidos em cinco
temperaturas distintas para os sinais analiticos em unidades arbitrarias (A.U.) e tempos
de migracao em segundos (s).

CAF CAF PAR PAR IBU IBU
tempo de tempo de tempo de
(AU) (AU) (AU)
migracao migracao migracao
(s) (s) (s)

20,0 °C 6,4+0,9 9% x1 909+1,2 114+1 145+04 1211
22,5°C 6,2+0,5 9% x1 959+2,0 114+1 15506 1211
25,0 °C 52%0,3 9% x1 86,9+1,1 1141 148+0,7 123+£1
27,5 °C 4,7+0,5 9% x1 96,5+ 1,8 116 +1 165+0,6 1211

30,0 °C 43%0,5 9% x1 939+23 114+1 159+£0,8 1221

Fonte: Autor (2017).

4.2.1.6 Avaliacao das figuras de mérito

Ap6s as ja mencionadas otimizacdes do sistema e do BGE, estudos sobre
precisdo inter e intra dias, linearidade e faixa de trabalho, limites de deteccdo e
determinacdo, frequéncia analitica foram realizados com intuito de se validar o método
proposto. Ainda foram realizados ensaios de recuperacdo. Por fim, foi feita a comparacao
entre 0 método proposto e o método usando HPLC desenvolvido em colabora¢cdo com o
grupo do Prof Wallans, para avaliar a exatidio do método CE-C*D desenvolvido em

relacdo as amostras de formulacdes farmacéuticas comerciais.

A solugio do BGE determinada como adequada (10 mmol L' DMX + 10
mmol L'B-alanina e 15 mmol L'LiOH (pH = 10,4) para este método é, como mencionado
na secdo 4.1 desta tese, preparada com facilidade antes de se iniciar as andlises do dia,

num volume final de 20 mL, sendo que desta por¢cao apenas cerca de 3 mL sdo gastos
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para se realizar 4 horas de operacdo. Respostas analiticamente similares e estaveis foram
obtidas com intimeras injecdes (foram testadas 50 inje¢des) usando o mesmo BGE sem
se fazer necessario a troca do BGE com recondicionamento/limpeza do capilar ou mesmo
realizar o procedimento de recondicionamento (“flush”). O desempenho do sistema com
os parametros otimizados é mostrado na Figura 46 com a exposicio de trés
eletroferogramas (1°, 5° e 10°) obtidos a partir de dez inje¢Ges sucessivas da mesma
solucdo padrao contendo CAF, PAR e IBU ja nas propor¢des encontradas em amostras
farmacéuticas (209 pmol L' de PAR, 15,7 pmol L! de CAF, e 60,7 pmol L' de IBU)
realizados no mesmo dia (intra-dias). Os dados obtidos desta figura s@o apresentados,

junto a outras caracteristicas do método proposto, na Tabela 14.

Figura 46 — Estudo de repetibilidade: eletroferogramas apresentando 10 injecdes
sucessivas de uma solugio padrio contendo 209 umol L' de PAR, 15,7 umol L'! de CAF,
e 60,7 umol L' de IBU para estudo de repetibilidade. *pico do sistema. Outras condi¢des,
vide Figura 40.
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Analogamente ao procedimento realizado no estudo com os cations e PAR
(secdo 4.1), o limite de deteccao foi estimado por via experimental (sem uso de cilculos
tradicionais), aferindo o sinal analitico de solucdes progressivamente menos concentradas
e também sdo apresentados junto a outros dados na Tabela 14.

Os resultados apresentados na Tabela 14 indicam que o método proposto para
determinacdo simultidnea de CAF, PAR e IBU exibem boa resposta linear (>0,99),
precisdo adequada em se tratando tanto do estudo intra-dias (DPR <4,7 %, n = 10) e inter-
dias (DPR < 5,6 %, n = 3), e ainda bons valores resultantes do estudo de recuperagao (92
— 107 %) indicando auséncia de efeitos de matriz. E preciso salientar que os limites de
deteccio obtidos por CE-C*D sdo maiores do que os valores dos dois métodos publicados
(Tabela 14) [153, 154]. Um elevado valor de LOD nao causa uma limitacdo no método
proposto, quando se tem como objetivo o controle de qualidade de amostras
farmacéuticas, uma vez que o principio ativo se encontra, geralmente, em concentracoes
mais elevadas na amostra e em tipos de matriz de baixa complexidade. No entanto, essa
desvantagem se mostra uma limitacdo pelo fato de a detec¢io C*D nio poder ser aplicada
em amostras ambientais, em busca de tracos dos analitos, € nem mesmo em amostras
bioldgicas, sem antes se realizar um processo de “clean-up” e uma pré-concentracio, no
entanto, esta dificuldade também pode ser aplicada a outros métodos com outros tipos de
deteccao.

Por outro lado, o método CE-C*D (~27 injegdes h™!) possui uma grande
vantagem sobre o0 HPLC (~6 injecdes h™') em relagdo a velocidade de anélise. Enquanto
o método CE-C*D proposto utiliza apenas 3 mL de um total de 20 mL preparados de
BGE, em solu¢do aquosa para realizar, com repetibilidade a determinacao dos analitos, o
método HPLC, utiliza na composi¢ao do gradiente de sua fase movel, aproximadamente
204 mL de acetonitrila no mesmo periodo de tempo em seus experimentos. Esse fato
acarreta outras vantagens como a reducao dréstica do consumo de reagentes e solventes
em até 10 vezes, e assim implicando em uma menor geracdo de residuos com certa

toxicidade.
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Tabela 14 — Comparagdo entre os resultados e caracteristicas analiticas obtidos durante a comparagdo do método proposto, e de métodos publicados

anteriormente para determinacdo simultanea de CAF, PAR e IBU.

HPLC [154]

LOD?* 39,2 31,9 48,7 0,7 4,4 34 1,0 0.4 0.8

Faixa linear 300-2000 400-8000 400-2500  6-62 83-836 24-242 5-93 4-73 5-116

Inter-dia (%; n = 3) 5,6 2,0 5,6 1,5 1,9 1,2

Injecoes h! 27 27 27 6 6 6 - - -

“umol L1, Fonte: Autor (2017).
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4.2.1.7 Estudo da linearidade e calibracao analitica

Amostras comerciais foram analisadas pelo método CE-C*D proposto para
determinacio simultdnea de CAF, PAR e IBU. Uma faixa intermediaria de concentracao
foi escolhida dentro da faixa linear de trabalho para a construc¢ao de curvas de calibragao
para as trés substancias alvo. Os eletroferogramas obtidos no estudo da faixa linear pela
injecdo (n=3) de cinco solucdes com concentragdes crescentes de CAF (300; 400; 500;
600 e 700 umol L), PAR (1500, 3000, 4000, 6000 e 8000 umol L) e IBU (800, 1000,
1300, 1500 e 1800 pmol L) sdo apresentados nas Figuras 47 e 48.

Figura 47 — Eletroferogramas apresentando injecdes de solucdes padrdao contendo
concentracdes crescentes de CAF (300; 400; 500; 600 e 700 pmol L), PAR (1500, 3000,
4000, 6000 e 8000 umol L) e IBU (800, 1000, 1300, 1500 e 1800 umol L. * pico do
sistema. *pico de sistema. Outras condicdes, vide Figura 40.
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Fonte: Autor (2017).



127

Figura 48 - Curvas de calibracdo obtidas para CAF (A), PAR (B) e IBU (C) com dados

da Figura 47 (n=3).
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4.2.1.8 Aplicacao do método proposto em amostras reais e comparaciao dos

resultados via HPLC

Como pode ser visualizado nas Figuras 47 e 48, as curvas de calibragdo para
os trés analitos alvo apresentaram boa linearidade, resultando em valores satisfatorios de
coeficiente de correlagdo (r > 0,994). A partir desta calibracao, foram realizadas analises
de amostras comerciais de medicamentos. A Figura 49 apresenta o perfil de um
eletroferograma obtido pela injecdo de uma solugdo preparada a partir de uma amostra
farmacéutica comercial. Os resultados obtidos sdo comparados aos obtidos por HPLC

para a mesma amostra, e apresentados na Tabela 15.

Figura 49 - Eletroferogramas obtido pela injecdo de uma solu¢do preparada a partir da
amostra farmacéutica comercial contendo CAF, PAR e IBU em sua formulacdo,
apropriadamente diluida; *pico do sistema. Outras condi¢des, vide Figura 40.
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Tabela 15 - Comparacgado dos resultados obtidos, em mg/comprimido (média = SD; n = 3)
para determinacdo simultanea de PAR, CAF e IBU em amostras farmacéuticas pelo

método CE-C*D proposto e por HPLC [154].

Amostras Analitos Valores do rétulo HPLC-DAD CE-C*D

CAF
PAR
IBU

CAF

PAR

IBU

30

500

200

30

325

250

32,1+0,3
508 £5
213+£2

32,6 0,3

328+3
249 £2

29,5+ 0,6
494 + 4
204 + 1

30,2 +0,2

324 +4

247 £ 1

Fonte: Autor (2017).

Os valores estatisticos provenientes do teste F ndo revelaram uma diferenca

significativa entre os desvios padrdo (SD) de ambos os métodos a um nivel de confianca

de 95%. Nos dois casos, 0 Fcalculado f01 inferior ao Feiico=19,0. Ja os resultados obtidos a

partir da comparacao das médias pelo teste ¢ Student, calculado em nivel de confianca de

95%, demonstraram valores inferiores ao valor critico tedérico de 4,303 para n=2,

comprovando a similaridade dos resultados obtidos com os dois métodos (HPLC e CE-

C*D proposto).
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4.2.2 Desenvolvimento de método para determinacao de PAR e dnions organicos
presentes em formulacoes farmacéuticas contendo cafeina (CAF), acido
acetilsalicilico (AAS), dipirona (DIP), piridoxina (PIR), diclofenaco (DCF), acido
ascorbico (ASC) e naproxeno (NAP).

Apbs vislumbrar a potencialidade de, tanto o equipamento CE-C*D, quanto
do método desenvolvido nos trabalhos anteriores (PAR e 5 cations — secdo 4.1, e a parte
inicial da secdo 4.2, relativa a determinacdo de CAF + PAR + IBU), outros analitos
anidnicos foram alvo de desenvolvimento de um novo método. Sendo os novos analitos
anidnicos que acompanham o PAR: cafeina (CAF), acido acetilsalicilico (AAS), dipirona

(DIP), piridoxina (PIR), diclofenaco (DCF), acido ascorbico (ASC) e naproxeno (NAP).

Os valores de pKa de interesse para NAP, AAS, DIP, PIR (anfétero), ASC e
DCF (pKa’s: = 4,2; 3.4; -1,4; 5,6 € 9,40 (anfbtero); 4,36 e 11,6; e 4,00; respectivamente)
podem ser explicados pelo comportamento destes compostos em solucdo. Com excecao
da PIR, a qual apresenta comportamento anfotero (pKai 5,6 e pKaz 9,4), todas as outras
espécies, completamente carregadas ou ndo,-possuem carater anidonico em solugdes com
pH > 7 e aumentam gradualmente sua carga negativa a medida em que o pH € elevado
(exceto a CAF). Assim, com intuito de se realizar a determinagdo destas moléculas por
CZE, o ideal seria utilizar pH acima de 7. No entanto, conforme ja discutido, devido ao
comportamento do PAR (pKa 9,5), para determinar esse novo conjunto de anions

organicos se faz necessario o uso de BGEs com pH’s maiores que 8,5.

Em estudos voltados para definir um valor ideal de pH no qual ndo ocorra a
co-migracao dos analitos anidnicos, foi encontrada como condicdo ideal um BGE com
pH por volta de 10,5. Assim garantindo um menor tempo de andlise €, a0 mesmo tempo,
mantendo equilibrio dcido-base deslocado para que praticamente todas moléculas de PAR
(pKa 9,5), e também dos anions organicos com comportamento de acido mais fracos,

estejam na sua forma anidnica.

Como € mencionado na literatura [27], o NAP possui baixa solubilidade em
agua, deste modo, se faz necessario adi¢do de um solvente organico como o etanol nas
solugdes padrdes e amostras, bem como no BGE, quando da necessidade de se determinar
esse analito. Outro fator a ser considerado neste grupo de farmacos anidnicos € que as

formulacdes disponiveis comercialmente contendo PAR e DIP, PAR e AAS, e ainda PAR
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e DCF podem ser encontradas formuladas em conjunto a CAF, a qual desempenha o papel

de adjuvante, nestes casos.

Devido a diversidade de composicdo destas amostras, a diferenca de
concentracdo entre os analitos, e especialmente, a0 comportamento similar de alguns
anions, o qual acarreta a co-migracdo de algumas espécies, como DIP, PIR e DCF, bem
como AAS e ASC (vide Figura 50), se fez necessario a separacio dos analitos de interesse

em 04 grupos distintos:

e Grupo A: PAR +NAP +AAS (baixa solubilidade em meio aquoso)
e Grupo B: PAR + DIP + AAS (na presenca ou nao de CAF)

e Grupo C: PAR + PIR + ASC

e Grupo D: PAR + DCF (na presenca ou ndo de CAF)

Inicialmente, estudos na auséncia de CAF foram realizados para prover a
op¢ao ao analista de escolha do método mais adequado, caso o intuito seja de determinar
farmacos em amostras sem CAF. Diversas solucdes tampao na regido de pH 10,5 (4cido
bérico / borato, NH4* / NH3, CHES / LiOH, CHES / NH4OH, e B alanina / NaOH) foram
testadas como BGEs. Entre estas, novamente a solucio composta por 10 mmol L' de B
alanina, com pH corrigido até 10,5 com NaOH apresentou os melhores resultados
considerando caracteristicas como resolucdo, sensibilidade, frequéncia analitica e
estabilidade de linha base. Em estudos iniciais realizados com o objetivo de investigar o
comportamento dos novos analitos, foram injetados no sistema CE-C*D uma solugdo
padrao contendo PAR e os outros analitos anidnicos alvos. Os eletroferogramas obtidos
sao apresentados na Figura 50. Os resultados para o Grupo A serdo apresentados

separadamente.
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Figura 50 - Comportamento eletroforético dos anions: Eletroferogramas obtidos a partir
da injecdo de solucdes padrdo contendo os analitos anidnicos do grupo B
(PAR+DIP+AAS), grupo C (PAR+PIR+ASC) e grupo D (PAR+DCF). BGE:
20 mmol L ! B-alanina + 4 mmol L' NaCl, pH ajustado com NaOH; potencial de
separacdo: +25 kV (lado da inje¢do); injecao hidrodindmica: 25 kPa por 1,0 s. Todas
medidas foram realizadas usando um capilar de silica fundida (50 pm i.d.) com 40 cm de
comprimento efetivo (50 cm de comprimento total). *pico de sistema.
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Fonte: Autor (2017).

Resultados iniciais demonstraram que a técnica de CE-C'D tem
potencialidade para determinagdo simultinea de PAR e outros firmacos presentes em
diferentes formulagdes farmacéuticas comerciais. O BGE proposto apresentou resultados
consideravelmente rapidos (tempos curtos de aproximadamente 200 s por analise com
resolucdo adequada), mesmo ndo sendo utilizada a estratégia convencional de inversao
do EOF (mais rapido para anions) e tendo grande potencial para ser aplicado a outras

formulagdes contendo PAR.

Mais uma vez, como ndo € possivel determinar todos os analitos em uma s6
corrida, o método nao pode ser considerado simultaneo para todos anions organicos alvo.

No entanto, a necessidade de uma analise simultdnea que abarcasse todos analitos nao é
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trivial, uma vez que estdo separados em grupos os compostos que normalmente estao
presentes em uma Unica formulagdo comercial.

Uma ressalva deve ser feita novamente neste ponto do trabalho em relacio a
opcdo de ndo inversdo do EOF. Neste estudo optamos em determinar os dnions migrando
contra o EOF normal, pratica pouco comum quando se preza a frequéncia analitica. Isso
se deve ao fato de quando o inversor de fluxo (por exemplo CTAB) ¢ adicionado ao
tampao, o sinal analitico para DCF ndo € detectado, devido possivelmente a uma interagao
entre o surfactante (responsavel pela inversdao do EOF) e as moléculas de DCF [251].
Outro ponto que também impede a inversdo do EOF € a presenca de CAF em algumas
amostras. Devido a intrinseca necessidade de se utilizar DMX na composi¢do do BGE,
torna-se incompativel adicionar CTAB ou qualquer outro surfactante no mesmo, uma vez
que a presenca de surfactantes alteram as constantes de formacido do complexo DMX-
CAF e, assim, também suprimem o sinal analitico do complexo [41].

Deve ainda ser salientado que os estudos com cada grupo de analitos foi
realizado com um intervalo de tempo relativamente grande, devido a defeitos no
equipamento e também dedica¢do a outros projetos durante o doutorado. Assim, valores
como tempo de migracdo e outros resultados esperados podem apresentar pequenas

discrepancias entre si, ao longo da tese.

4.2.2.1 Método para determinacao dos anions do Grupo A: PAR+NAP +AAS
4.2.2.1.1 Avaliacao do BGE com diferentes bases

Com intuito de se otimizar o BGE para determinacao dos analitos presentes
no Grupo A, trés bases distintas (LiOH, NH4OH e KOH - vide Figuras 51, 52 e 53,
respectivamente) foram testadas para ajustar o pH até 10,5 de uma solugdo de B-alanina
20 mmol L. Todas as injegdes neste estudo foram realizadas hidrodinamicamente por 1s
(25kPa), com potencial de separacdo de +25kV (no lado da inje¢do), EOF normal e com

solucdes padrao de 500 pmol L' de cada um dos analitos (PAR, NAP e AAS).
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Figura 51 - Eletroferograma apresentando comportamento da solugdo padrio de
500 umol L' de PAR+NAP+AAS no BGE composto por 20 mmol L' B alanina com pH
ajustado em 10,5 com adicdo de LiOH (10% etanol v/v). Outras condi¢des, vide Figura

50.
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Fonte: Autor (2017).

Figura 52 - Eletroferograma apresentando comportamento da solucdo padrdo de
500 umol L' de PAR+NAP+AAS no BGE composto por 20 mmol L' B alanina com pH
ajustado em 10,5 com adi¢ao de NH4OH (10% etanol v/v). Outras condic¢des, vide Figura
50.
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Figura 53 - Eletroferograma apresentando comportamento da solu¢do padrao de 500
umol L' de PAR+NAP+AAS no BGE composto por 20 mmol L' B alanina com pH
ajustado em 10,5 com adi¢do de KOH (10% etanol v/v). Outras condi¢des, vide Figura
50.
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Como pode ser visualizado nas Figuras 51, 52 e 53, o comportamento dos
analitos presentes na solucdo padrio de 500 pmol L' de PAR+NAP+AAS no BGE
composto por 20 mmol L' de B-alanina com pH corrigido até pH 10,5 com LiOH
apresenta uma sensibilidade extremamente baixa para o PAR, bem como uma co-
migragao dos outros dois fairmacos, ndo viabilizando a anélise neste BGE. Ja quando o
pH do BGE foi ajustado com NH4OH, devido, provavelmente, ao aumento da mobilidade
eletroforética do BGE pela presenca deste composto, ocorreu a diminui¢do do sinal
analitico do AAS e assim melhorando resolucao entre NAP e AAS. No entanto, nao foi
notada praticamente nenhuma melhora em relacao a sensibilidade para PAR. Por ltimo,
houve uma grande modificagdo no comportamento dos analitos quando se corrigiu o pH
do BGE com uma solucdo de KOH. A elevada mobilidade do potassio aumentou
consideravelmente a mobilidade do BGE. Esse aumento foi suficiente para que
ultrapassasse a mobilidade dos analitos, causando uma inversdao do sinal analitico e
elevando a sensibilidade sem modificar o ruido da linha base e, assim, obtendo um melhor

SNR para o PAR.
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4.2.2.1.2 Estudo de linearidade e calibracao analitica

Ainda assim, como os BGE’s com pH ajustado com NH4OH e KOH
apresentaram resultados vidveis para a andlise, procedeu-se um estudo de linearidade para
os farmacos anidonicos do grupo em questdo (Figuras 54 e 55) com intuito de selecionar o

melhor entre eles.

Figura 54 — (A) Eletroferogramas obtidos pelas inje¢des de solugdes padrao contendo
concentracdes crescentes de PAR, NAP e AAS (100, 300, 500, 900 e
1100 umol L). BGE: 20 mmol L' B-alanina com pH corrigido até 10,5 com NH4+OH e
10% etanol. Outras condicdes, vide Figura 50. Curvas de calibragdo para (B) PAR, (C)
NAP e (D) AAS com dados obtidos dos eletroferogramas em (A).
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Figura 55 - (A) Eletroferogramas obtidos com pelas injecdes de solugdes padrdo
contendo concentracdes crescentes de PAR, NAP e AAS (100, 300, 500, 700 e
900 umol L''). BGE: 20 mmol L' B-alanina com pH corrigido até 10,5 com KOH e 10%
etanol. *pico do sistema. Outras condi¢des, vide Figura 50. Curvas de calibragdo para (B)
PAR, (C) NAP e (D) AAS com dados obtidos dos eletroferogramas em (A).
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Analisando os resultados das Figuras 54 (BGE com NH4OH) e 55 (BGE com
KOH), os quais foram obtidos pela injecdo das mesmas solucdes padrdes, fica claro a
superioridade dos resultados obtidos pelo uso do BGE com KOH. Os valores encontrados
para os coeficientes de correlacdo, bem como para os valores de sensibilidade (slope) para
os analitos foram melhores com o BGE que teve seu pH ajustado com KOH, com exce¢ao
para o AAS, o qual teve a sensibilidade diminuida levemente com o uso de KOH. No
entanto, a reducdo na sensibilidade do AAS ndo afeta significativamente o método,
quando comparada com o ganho de sensibilidade para PAR e NAP com uso deste BGE

com KOH. Devido ao exposto, além de ser menos toxico e de mais simples preparo (KOH
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nio é volatil), o BGE contendo 20 mmol L' B-alanina corrigido com KOH até pH 10,5
foi selecionado para avaliar a amostra. Como foram obtidos bons resultados com essa

composi¢do de BGE, nao foi adicionado NaCl.

4.2.2.1.3 Estudo de repetibilidade

O passo seguinte foi testar a estabilidade do método através de 10 injecdes
sucessivas da mesma solu¢do padrao contendo os trés analitos. Os resultados obtidos

neste estudo sdo apresentados na Figura 56.

Figura 56 - Eletroferogramas apresentando 10 inje¢des sucessivas de uma solugdo padrao
contendo 500 umol L! de PAR, NAP e AAS para estudo de repetibilidade. Outras
condigdes, vide Figura 53.
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O método proposto apresenta baixos desvios padrdes relativos para os

analitos: 4,2% 2,1% e 2,3% para PAR, NAP e AAS, respectivamente.

4.2.2.1.4 Aplicacao do método proposto em amostras reais e comparacao dos

resultados via HPLC

O préximo passo foi analisar as amostras encontradas no mercado. Devido ao
fato de nao serem encontradas amostras contendo os trés principios ativos no mercado
nacional, amostras contendo apenas PAR e NAP foram analisadas nesta etapa. Os
resultados com AAS serdo apresentados quando forem discutidos os estudos realizados
com o grupo B, o qual também possui AAS na composi¢ao dos farmacos comercialmente

disponiveis no mercado.

Duas amostras de formulacdes farmacéuticas distintas contendo além dos
excipientes, 275 mg de NAP e 300 mg de PAR (em capsulas) foram obtidas em drogarias
locais na cidade de Uberlandia. Em cada anélise, uma quantidade adequada do p6 contido
em trés capsulas da mesma cartela foi misturada e adequadamente dissolvida em uma
solucdo contendo 10 % de etanol (v/v). Eletroferogramas caracteristicos de solucdes

padrdo e amostra contendo PAR e NAP sdo apresentados na Figura 57.

Como pode ser visualizado na Figura 57, o perfil da solugdo amostra €
semelhante ao da solucao padrao contendo os analitos alvo, quando observados os tempos
de migracdo. Deve se salientar que o ruido, bem como a instabilidade na linha de base,
no caso da amostra, se deve provavelmente a presenca dos excipientes, no entanto, nao
afetando os resultados. Apos o tratamento dos dados obtidos a partir das injecOes das
amostras em triplicatas, foram obtidos os resultados que constam na Tabela 16. Em um
trabalho publicado por outros alunos do mesmo grupo, no qual € proposto outro método
para determinacdo de PAR e NAP, foram obtidos resultados para estes dois analitos por
HPLC [139]. Tais resultados, por se tratarem da mesma amostra, foram utilizados para
comparacdo com o método CE-C*D proposto. Esta comparagio é apresentada na Tabela

16, na qual também constam os resultados do ensaio de recuperacgdo.
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Figura 57 - (A) Eletroferograma apresentando inje¢do de solu¢do padrdo contendo
500 umol L de PAR, NAP e AAS. (B) Eletroferograma apresentando injeco de solugio
amostra contendo PAR e NAP, apropriadamente diluida. *pico do sistema. Outras
condigdes, vide Figura 53.
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Fonte: Autor (2017).

Tabela 16 — Comparacao dos resultados analiticos obtidos pelo método proposto e HPLC
[139] para determinac¢do simultanea de PAR e NAP em formulacdes farmacéuticas (n=3),
e as respectivas recuperacdes (n = 3) por CE-C*D.

Valores do CE-C*D HPLC[139] Ensaio de
Amostra Analito roétulo (mg / (mg / recuperacao
(mg / capsula) capsula) capsula) (%)
; PAR 300 303 +7 300 =10 93+3
NAP 275 268 £ 3 269 +4 96+ 2
s PAR 300 299 + 8 282+ 14 96+ 5
NAP 275 263+ 6 249+ 17 92+ 2

Fonte: Autor (2017).

Como pode ser visualizado na Tabela 16, o ensaio de recuperacdo apresentou

bons resultados com recuperagdes entre 93 e 96% para PAR e 92 e 96% para NAP (n=3).
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Ja os valores obtidos a partir da comparagdo das médias dos resultados obtidos por CE-
C*D e por HPLC, pelo do teste t Student, calculado em nivel de confianca de 95%,
demonstraram valores inferiores ao valor critico tedrico de 4,303 para n=2, comprovando
a similaridade entre os métodos (HPLC e CE-C*D). Por sua vez, os valores estatisticos
provenientes do teste F ndo revelaram uma diferenga significativa entre os desvios
padrdes (SD) de ambos métodos também com um nivel de confiangca de 95%, nos dois

casos 0 Fealculado foi inferior ao Feritico=19,0.

4.2.2.1.5 Estudo da degradacao induzida via exposicao solar

Ainda, nos termos de degradacdo ji discutidos na se¢@o anterior, ao submeter
PAR, NAP e ASS a exposi¢do solar por 3 horas, obtemos os resultados apresentados na

Figura 58.

Figura 58 - Eletroferogramas obtidos pela injecdo de duas solugdes padrao contendo
concentracoes idénticas entre si dos farmacos, sendo uma delas mantida na sombra (a) e
outra exposta por 3 horas a radiacdo solar (b). P1 corresponde ao pico desconhecido.
*pico do sistema. Outras condi¢des, vide Figura 53.
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Fonte: Autor (2017).
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Notadamente houve degradacdo do sinal analitico correspondente a AAS,
provalmente por fotélise, devido a redugdo do sinal analitico desta espécie, bem como do
surgimento de um novo sinal no tempo de 148 s, correspondente ao produto de
degradacdo originado da exposicao a luz solar. Tal sinal analitico, embora niao confirmado
experimentalmente, possui comportamento semelhante ao esperado das moléculas de
acido salicilico, conhecido produto de degradagdo do AAS. No entanto, para se confirmar
tal afirmagdo, mais uma vez seria necessario a utilizacdo de métodos analiticos mais

refinados como aqueles com deteccao por MS.

4.2.2.2 Método para determinacao dos anions dos grupos B, C e D:

Analogamente ao grupo A, foram realizados vérios estudos para
desenvolvimento de método para determinacdo dos anions do grupo B (PAR+DIP+AAS,
na presenca e na auséncia de CAF), do grupo C (PAR+PIR+ASC) e do grupo D
(PAR+DCEF, na presenga e na auséncia de CAF). A estratégia de se adicionar NaCl ao
BGE proposto na primeira parte desta tese (20 mmol L' B-alanina + NaOH +
4 mmol L' NaCl; pH = 9,6) se apresentou apropriada para determinacdo de PAR. Deste
modo, o primeiro estudo realizado para essa nova classe de analitos anidnicos foi em
relacdo a seletividade neste BGE salino. Os resultados obtidos neste estudo foram
anteriormente apresentados nos eletroferogramas presentes na Figura 50 (secdo 4.2.2

desta tese).

Devido aos valores de pKa e também as baixas mobilidades dos anions
organicos em estudo, o BGE salino (adicao de NaCl) também mostrou-se apropriado para
essa classe de analitos. No entanto, como ja mencionado, hi o inconveniente em comum
a algumas espécies anionicas que, devido ao seu comportamento similar, apresentaram
tempos de migracao muito proximos, impossibilitando uma determina¢do simultinea de

todos os anions organicos em uma unica corrida eletroforética.

No entanto, conforme mencionado, existem formulagdes farmacéuticas
contendo os componentes dos grupos B e D associados a CAF. Deste modo, como a CAF
faz parte da composi¢do dos medicamentos, foi feita uma separacdo dos métodos para os

grupos B e C em duas partes, oferecendo, ao critério do analista, uma opcao de escolha
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para realizar a analise de uma amostra, quantificando ou ndo a CAF em seu protocolo.
Caso a op¢do seja ndao determinar a CAF, valerd o método desenvolvido a partir do BGE
sem uso do complexante DMX. Do contrario, caso julgue importante a presenca desta
droga licitas de uso comum e cotidiano, devera se valer do método desenvolvido com a

presenca de 10 mmol L' de DMX na composi¢io do BGE (discutido posteriormente).

4.2.2.2.1 Estudo de repetibilidade

Um estudo de repetibilidade para checar a estabilidade do método para os
novos analitos foi realizado usando o BGE composto por 20 mmol L' B-alanina + NaOH
+4 mmol L' NaCl (pH 9,6). Esse estudo se baseou em 10 injecdes sucessivas de solugio
padrdo contendo os analitos dos grupos B, C e D. Os resultados sdo apresentados nas
Figuras 59, 60 e 61, respectivamente. Outras informacdes do método proposto sdo

apresentadas na Tabela 17, mais adiante, ap6s serem discutidos todos os experimentos.

Figura 59 — Estudo de repetibilidade para analitos do Grupo B: Eletroferogramas
apresentando 3 injecdes de uma série de 10 injecdes sucessivas de uma solucdo padrao
contendo 500 pmol L' de PAR, DIP e AAS. *pico do sistema. Outras condi¢des, vide
Figura 50.
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Fonte: Autor (2017).

Figura 60 — Estudo de repetibilidade para analitos do Grupo C: Eletroferogramas
apresentando 3 injecOes de uma série de 10 injecOes sucessivas de uma solucdo padrdo
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contendo 500 pmol L' de PAR, PIR e ASC. *pico do sistema. Outras condicdes, vide
Figura 50.
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Fonte: Autor (2017).

Figura 61 — Estudo de repetibilidade para analitos do Grupo D: Eletroferogramas
apresentando 3 injecdes de uma série de 10 injecdes sucessivas de uma solugcdo padrao
contendo 500 umol L' de PAR e DCF. *pico do sistema. Outras condi¢des, vide
Figura 50.
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Fonte: Autor (2017).

Como pode ser visualizado nos eletroferogramas apresentados nas Figuras
59, 60 e 61, apesar de ser possivel notar ruido na linha de base, uma boa estabilidade foi

obtida tanto nos tempos de migracdo (DPR < 1,3%) quanto na area (DPR < 0,6%) do sinal
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analitico. Vale considerar que em todos os casos hi presenca de picos de sistema
imediatamente ap6s o EOF. No entanto, tais picos ndo comprometem a determina¢do dos
anions, principalmente do PAR, o qual possui tempo de migracdo mais proximo ao EOF.
Além disso, como pode ser visualizado nos eletroferogramas do Grupo D (Figura 61), o
método também € capaz de realizar a deteccao/quantificagcdo de possiveis cations
metélicos presentes em amostras farmacéuticas. Neste caso, a presenga de Na*, o qual é
o respectivo contra-ion do DCF.

Todos os resultados obtidos com os parametros usados na Figuras 59, 60 e 61
estdo de acordo com os valores tedricos de pKa encontrados na literatura e apresentados

anteriormente na Tabela 1 e 2 (introducio).

4.2.2.2.2 Estudo de linearidade e calibrac¢ao analitica

O estudo da faixa linear de trabalho para os analitos em tela foi investigada a
seguir, com intuito de se obter um coeficiente de correlacdo e de modo a ser aplicavel as
amostras reais de farmacos. Os resultados do estudo de linearidade sdao apresentados na
Figura 62.

A relacdo observada para o PAR ¢ linear desde 100 pumol L até
2200 pmol L' (r =0.997), como pode ser visualizado na Figura 62. A faixa linear mostra
a capacidade do método em manter suas caracteristicas mesmo em elevadas
concentracdes do analito em questdo. Tal fato é desejado e bem-vindo em se tratando das
amostras com diferenca de até 50 vezes em concentragdo entre os firmacos. Quanto aos
outros analitos, a resposta linear também € satisfatdria, sendo os resultados apresentados,

junto a outras informagdes do método proposto, na Tabela 17.
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Figura 62 — Linearidade do grupo C: (A) Eletroferogramas apresentando injecdes de
solugdes padrao contendo PAR (500, 750, 1250, 1750 e 2250 umol L), PIR e ASC (100,
200, 300, 400 e 500 pumol L' cada); Curvas de calibracio para (B) PAR, (C) PIR e (D)
ASC obtidos com a partir dos dados dos eletroferogramas em (A). *pico do sistema.
Outras condicdes, vide Figura 50.
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4.2.2.2.3 Avaliacao do tempo de injecdo do BGE para presenca de CAF

Como ja mencionado, existem formula¢des que também contém CAF na sua
composi¢do, deste modo, € de interesse um método analitico capaz de determinar a CAF,
além dos outros anions organicos. Devido a necessidade de se utilizar DMX na
composi¢ao do BGE (formag¢do de complexo anidnico), novos estudos foram realizados,
a partir do tempo de inje¢do, principalmente devido a proximidade do tempo de migracdo
da CAF em relacdo ao EOF. Os seguintes tempos de injecdo foram estudados: 0,3; 0,5;
1,0; e 1,5 segundos; com pressurizagao constante do sistema em 25 kPa e inje¢cdo no BGE

composto por 10 mmol L' DMX + 20 mmol L' B-alanina + NaOH + 4 mmol L' NaCl;
pH = 9,6; sendo apresentados na Figura 63.
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Figura 63 - Estudo do tempo de injecdo com eletroferogramas obtidos a partir da injecdo
de uma solugio padrio contendo CAF, PAR e DIP (150, 750 ¢ 900 umol L de cada,
respectivamente) no BGE composto por 10 mmol L' DMX + 20 mmol L' B-alanina +
NaOH + 4 mmol L NaCl; pH — 9,6. Pressdo constante de injecdo: 25 kPa. *pico do
sistema. Outras condi¢des, vide Figura 50.
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Fonte: Autor (2017).

Conforme € apresentado na Figura 63, apesar de todos os tempos a partir de
0,5s apresentarem bons resultados, foi escolhida o tempo de injecdo de 1,0 s, por ser
intermediario aos valores testados e por assegurar um bom comprometimento em termos

de eficiéncia na separacdo, mantendo bons valores de resolugdo e baixa razao sinal ruido.

4.2.2.2.4 Estudo de repetibilidade do BGE para presenca de CAF

Devido ao fato de se utilizar uma composicao de BGE distinta (com adi¢cao
de DMX), novamente foi realizado o estudo de repetibilidade para checar a estabilidade
nesta condicdo. Esse estudo também se baseou em 10 injecOes sucessivas de solugcdo
padrdo, no entanto, desta vez, os grupos de interesse foram apenas os grupos B e D, por
apresentarem CAF em suas formulagdes comerciais. Os resultados sdo apresentados nas

Figuras 64 e 65.
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Figura 64 — Estudo de repetibilidade para os analitos do grupo B na presenca de CAF:
Eletroferogramas apresentando 3 injecdes de uma série de 10 inje¢des sucessivas de uma
solu¢do padrio contendo CAF, PAR, DIP e AAS (150, 750, 900 e 300 umol L™! de cada,
respectivamente). *pico do sistema. Outras condicdes, vide Figura 50.
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Fonte: Autor (2017).

Figura 65 — Estudo de repetibilidade para os analitos do Grupo D na presenca de CAF:
Eletroferogramas apresentando 3 injecdes de uma série de 10 inje¢des sucessivas de uma
solucdo padrio contendo CAF, PAR e DCF (150, 750 e 150 pmol L' de cada,
respectivamente) para estudo de repetibilidade. *pico do sistema. Outras condi¢des, vide
Figura 50.
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Novamente, como pode ser visualizado nos eletroferogramas apresentados
nas Figuras 64 e 65, hd uma estabilidade adequada tanto de tempo de migracdo (DPR <
2,2%) quanto de area (DPR < 0,9%) dos picos de todos os analitos. Ainda foram
persistentes os picos de sistema imediatamente apds o EOF, no entanto, tais picos nao
comprometem a determinag@o dos anions, principalmente da CAF, o qual possui tempo
de migracdo mais proximo ao EOF. Um fato notadamente curioso é a presenca de um
pico positivo para AAS na Figura 64. Tal inversdo se deve, provavelmente, devido a
modificacdo da composicdo do BGE, alterando a mobilidades e a condutividade deste, de
modo que os novos valores ficaram inferiores aos valores de mobilidade/condutividade

da solugdo padrdo de AAS.

4.2.2.2.5 Estudo de linearidade e calibracio analitica do BGE para presenca de CAF

Como um novo BGE esta sendo proposto para a determina¢do dos dnions na
presenca de CAF, novas curvas analiticas foram construidas com intuito de se estudar a
faixa linear de trabalho. Os resultados deste estudo sdo apresentados para os grupos de
interesse B e D (presenca de CAF) nas Figuras 66 e 67. Ainda com intuito de se ter um
meio o mais similar possivel em relacdo as influéncias que as quantidades de farmacos
encontrados nas amostras farmacéuticas, como por exemplo forca idnica. Todos estudos
deste trabalho foram realizados com as solugdes padrdes contendo concentracdes
similares de principios ativos presentes aquelas encontradas nas formulacoes

farmacéuticas comerciais.



150

Figura 66 — Estudo da faixa linear de resposta para os analitos do grupo B na presenca
de CAF: (A) Eletroferogramas obtidos com inje¢des de solu¢des padrao contendo CAF
(150, 250, 350, 450 e 550 pmol L"), PAR (750, 1250, 1750, 2250 e 2750 pmol L), DIP
(900, 1500, 2100, 2700 e 3300 pmol L!) e AAS (300, 500, 700, 900 e 1100 pmol L1).
*pico do sistema. Outras condicdes, vide Figura 65. Curvas analiticas para (B) CAF, (C)
PAR, (D) DIP e (E) AAS ap6s tratamento de dados dos eletroferogramas.
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Figura 67 — Estudo da faixa linear de resposta para os analitos do grupo D na presenca
de CAF: (A) Eletroferogramas obtidos com injecdes de solugdes padrdo contendo CAF
(150, 250, 350, 450 e 550 pmol L), PAR (750, 1250, 1750, 2250 e 2750 umol L) e
DCF (150, 250, 350, 450 € 550 umol L), *pico do sistema. Outras condicdes, vide Figura
65. Curvas analiticas para (B) CAF, (C) PAR e (D) DCF apés tratamento de dados dos
eletroferogramas.
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Observando as Figuras 66 e 67, mais uma vez fica comprovado que existe
uma relagio linear, por CE-C*D, para os compostos nas condi¢des estudadas, sendo eficaz
para a determinacdo destes compostos pelo método proposto devido aos valores
encontrados para os coeficientes de correlacdo. Um resumo das caracteristicas analiticas
do método proposto para os analitos em foco sdo apresentadas na Tabela 17 mais adiante.

De modo andlogo, mas nao tao discrepante quanto as amostras da primeira
parte deste trabalho, o PAR também se encontra em concentracao superior (exceto para
DIP) a dos outros anions organicos presentes nos farmacos. A razdo de concentracdo

comumente encontrada entre os principios ativos PAR:DIP, PAR:AAS, PAR:PIR,
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PAR:ASC e PAR:DCF ¢ a seguinte: 1:1,5; 2:1, 5:1, 7:1 e 7,5:1, respectivamente. Essas
variagcOes entre as concentragdes dos analitos sdo facilmente contornadas com uso da
deteccdo por C*D. Esse tipo de detector possui uma ampla faixa linear de concentracio
para se trabalhar, nao sendo problema para valores mais elevados de concentragao (de até
50 vezes).

Mais uma vez, a abordagem para se obter os valores de LOD, conforme
discutido na secdo 4.1, foi adotada com intuito de determinar os limites de deteccao.
Também analogamente a primeira se¢ao, a precisdo intra-dias (DPR<5,1%; n=10) e inter-
dias (DPR<7,4%; n=3) foi realizada. Os resultados obtidos permitem concluir que o
método CE-C*D aqui proposto possui como caracteristica uma boa estabilidade.

Ainda, a exatiddao do método foi avaliada mediante ensaios de recuperacdo
(analise de amostras antes e apds adicao de concentragdes conhecidas de cada analito).
Os resultados obtidos geraram recuperacdes entre 91 e 101% para todos os analitos. Os
resultados sdo apresentados na Tabela 17.

Para finalizar esta secdo da tese, amostras com e sem a presenca de CAF em
sua composicao foram adequadamente preparadas e injetadas no sistema, respeitando a
composi¢do do BGE em cada caso. Eletroferogramas mostrando o comportamento das
amostras em seus BGE’s apropriados (com e sem DMX) sdo apresentados nas Figuras 68,
69, 70, 71 e 72 (PAR+ASC; PAR+PIR; CAF+PAR+AAS; CAF+PAR+DIP;
CAF+PAR+DCEF, respectivamente). Os resultados do tratamento de dados a partir dos
eletroferogramas obtidos da injecdo de solucdes contendo amostras e as curvas de

calibracdo sdo apresentado na Tabela 18.
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Tabela 17 - Caracteristicas analiticas do método CE-C*D proposto para os analitos anidnicos.

CAF PAR DIP AAS PIR ASC DCF

r 0,996 0,998 0,994 0,984 0,998 0,989 0,989

Faixa linear® 150-550 750-2750 900-3300 300-1100 100-500 100-500 150-550

Inter dia (%; n=3) 3,5 4,6 43 5,5 3,9 7,4 43

Tempos de migracdo (s) 1144+0,5 119,7£0,6 136,9+0,7 148,9 £ 0,7 132,4+0,8 148,5+0,7 141,9+0,5

Injegdes h! 25 25 24 24 24 24 25

sumol L1, PRegressio linear: Sinal analitico = a + b * [analito]; Tempos de migragio e area dos picos: n=10. Fonte: Autor (2017).
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Figura 68 - (A) Eletroferograma apresentando injecdo de solu¢do contendo amostra
farmacéutica de PAR e ASC, apropriadamente diluida. (B) Zoom para melhor
visualizagdo do sinal do ASC. *pico do sistema. Outras condicdes, vide Figura 50.
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Figura 69 - Eletroferograma apresentando inje¢dao de solu¢do contendo amostra
farmacéutica de PAR e PIR, apropriadamente diluida. *pico do sistema. Outras
condi¢des, vide Figura 50.
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Figura 70 - Eletroferograma apresentando injecdo de solucdo contendo amostra
farmacéutica de CAF, PAR e AAS, apropriadamente diluida. *pico do sistema. Outras
condicdes, vide Figura 65.
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Figura 71 - Eletroferograma apresentando injecdo de solucdo contendo amostra
farmacéutica de CAF, PAR e DIP, apropriadamente diluida. *pico do sistema. Outras
condi¢des, vide Figura 65.

10000 A.U.

&
) <
< K
&
1 ' ] v 1 ' 1 !
75 100 125 150
Tempo /s
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Figura 72 - Eletroferograma apresentando injecdo de solucdo contendo amostra
farmacéutica de CAF, PAR e DCF, apropriadamente diluida. *pico do sistema. Outras
condi¢Oes, vide Figura 65.
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Tabela 18 - Resultados (média = desvio padrao; n = 3) obtidos da determinagdo dos
principios ativos anidnicos presente em cinco amostras farmacéuticas usando o método
CE-C“D proposto.

Ensaios de

Amostras  Analitos Valores do Rotulo e Recuperacao
mg/comprimido mg/comprimido (%)
CAF 30 29+1 972
A PAR 300 300 £ 11 101 £2
DCF 50 47 +£2 98+ 5
CAF 100 100 £ 4 96 £2
B PAR 500 489 =13 99+3
DIP 600 596 =8 91+4
CAF 65 63+6 99 £2
C PAR 250 244 + 11 102 +4
AAS 250 254 +6 96 %1
PIR 100 99 +1 94+3
D
PAR 500 501 £16 97 %5
ASC 40 36+6 96 5
. PAR 500 488 £ 9 98 £4

Fonte: Autor (2017).

Conforme pode ser visualizado na Tabela 17, os resultados obtidos foram
similares aos informados nos rétulos dos medicamentos, com diferencas menores do que
8%. Ainda, considerando a grande diferenca entre a concentracdo de PAR e dos outros
principios ativos, os resultados obtidos nos ensaios de recuperacio podem ser

considerados adequados para amostras farmacéuticas (91 % — 102 %).
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4.2.3 Conclusoes parciais

Os resultados obtidos e expostos neste trabalho demonstram claramente que:

v" O método proposto permite a determinacdo rapida e simultinea de PAR na
presenca de CAF e IBU; CAF e AAS; CAF e DCF; CAF e DIP; PIR e/ou ASC,
em formulacdes farmacéuticas pois fornece, além de boas resolucdes, limites de
deteccdo, robustez (em relacdo a variagcdo de temperatura), seletividade e
linearidade para as amostras disponiveis e avaliadas, precisao (intra e inter dia) e
exatiddo (ensaio de recuperacdo) adequados para esta finalidade. Concordantes
com esta afirmacdo estdo os resultados obtidos pelos ensaios de recuperacdo, e
nos casos apresentados, quando comparado com os resultados obtidos com o
método de referéncia baseado em HPLC.

v A adi¢do de NaCl a composi¢do do BGE demonstrou-se mais uma vez ser uma
estratégia muito interessante para elevar a sensibilidade dos analitos que possuem
baixa mobilidade/condutividade quando comparados a mobilidade/condutividade
do BGE.

v A tinica modificagio no BGE para determina¢des de medicamentos contendo
CAF é feita no procedimento de preparo ao se adicionar 10 mmol L' de DMX 2
composi¢do do BGE. As etapas de preparo de amostra sao simples (diluicdo e
filtragem), sem etapas prévias de extragdo ou derivatizacdo, e sem se fazer
necessario o uso de um PI (normalmente requisitado em andlises por CE).

v" Quando comparado aos tempos de anélise das técnicas preconizadas, como
HPLC, o método proposto apresenta frequéncia analitica superior
(~24 injecdes h''). Assim, o método é indicado para anilises rotineiras de controle
de qualidade, com um consumo minimo de solventes e reagentes, podendo ser
considerado um método analitico verde (ECOfriendly) por reduzir em grande

escala o custo e a geracao de residuos.
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5 Conclusoes gerais e perspectivas futuras

Com o desenvolvimento dos métodos propostos neste trabalho pode-se
afirmar que os objetivos propostos inicialmente foram alcancados em relacdo a
determinacgao rapida e simples, utilizando a técnica de CE-C*D, de COD, ORP, PRO,
SCO, TRA, IBU, CAF, AAS, DIP, PIR, DCF, ASC e NAP, na presenca de PAR,
comercializados em distintas formulacdes farmacéuticas, em proporcdes de elevada
discrepancia de concentracao de até 50:1.

Em relacdo a determinagdo rapida de COD, ORP, PRO, SCO e TRA em
conjunto com PAR, a estratégia inédita proposta foi a utilizagdo de um BGE, composto
20 mmol L' de B-alanina + 4 mmol L' de NaCl + 4 umol L' NaOH (pH 9,6). Esta
estratégia proporcionou o aumento da sensibilidade para os analitos que se encontravam
em valores de concentracdo muitas vezes menores que o PAR, além da separacdo e
determina¢cdo dos mesmos em tempos proximos a 2 minutos. O mesmo BGE foi muito
bem-sucedido ao ser aplicado a outros analitos como os anions inorganicos de AAS, DIP,
PIR, DCF e ASC na presenca de PAR.

O BGE composto por 10 mmol L! DMX + 10 mmol L B-alanina e
15 mmol L' LiOH (pH = 10,4) demonstrou ser mais apropriado para a determinagio
rapida (em menos de 2 minuto) e simultanea de CAF, PAR e IBU em medicamentos
Ainda, uma composicio similar de BGE 10 mmol L' DMX + 20 mmol L' B-alanina e
15 mmol L' NaOH (pH = 10,4) se mostrou mais adequada para determinago rdpida de
CAF, PAR e DIP; CAF, PAR e AAS; e de CAF, PAR e DCF. Enquanto outra alteracdao
no mesmo BGE composto por 20 mmol L' p-alanina  +
14 mmol L' KOH (pH = 10,5), foi mais adequada para determinacfo ripida de simultinea
de NAP e PAR.

Em relacio aos métodos de CE, constantes na literatura, que realizam
determina¢do de PAR na presenca de outros principios ativos (Tabela 3), os métodos CE-
C*D superam os mesmos em praticamente sua totalidade nos quesitos de tempo de
migracdo para o PAR e amplitude da faixa linear. Este ultimo, essencial para se
determinar simultaneamente PAR e outros principios ativos com apenas um Unico
procedimento calibragdo, bem como apenas uma unica diluicao da amostra. Ainda, apesar
dos relativamente elevados valores LOD podem ser equiparados aos dos métodos
reportados na literatura realizaram determinacdo de PAR em amostras de medicamentos,
uma vez que nao se faz necessario pequenos valores de LOD devido a abundante presenca

dos principios ativos.
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A frequéncia analitica obtida neste trabalho, quando comparada com método
de HPLC para determinacdo de farmacos, foi mais rdpida, resultando em menores
impactos, tanto econdmicos quanto ambientais. Considerando que a fase mével de HPLC
geralmente utiliza solventes organicos como a acetonitrila e que o método proposto CE-
C*D usa BGE com solugcdo aquosa, essa reducdo na quantidade de reagentes utilizado,
(aproximadamente 10 vezes), reduz o impacto ambiental gerado pela toxicidade da
acetonitrila. Assim o método proposto pode ser considerado mais ambientalmente
amigavel (método verde) por ir ao encontro das tendéncias em quimica analitica e
ambiental.

Como perspectivas futuras, possivelmente em um pds-doutorado, ha
pretensdo no desenvolvimento de novos métodos rapidos para determinacdo de drogas
sintéticas (anfetaminas), como MDMA (pKa 10,14), 25I-NBOMe (pKa 8,79)
metanfetamina (pKa 10,21), feniletilamina (pKa 9,83) e LSD (pKa 7,8) com intuito de
ampliar a aplicabilidade de sistemas de CE-C*D.
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