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RESUMO 

 

Neste trabalho foi descrito um estudo para determinação de aminofilina (AMI), um sal 

formado pelo complexo entre a teofilina (TEO) e a etilenodiamina (ETI), em amostras 

farmacêuticas utilizando a técnica de eletroforese capilar com detecção condutométrica sem 

contato (CE-C4D). O tampão de corrida (BGE) composto por 15 mmol L-1 de trietanolamina 

(TEA) + 20 mmol L-1 de ácido 3,4 dimetoxicinâmico (DMX) com pH ajustado em 9,0 (com a 

adição de KOH) foi o que apresentou o melhor desempenho em relação a tempo de análise, 

resolução e formato/intensidade de pico na separação de ETI e TEO. Os tempos de migração 

obtidos para ETI e TEO foram de 25 s e 62 s, respectivamente. Nestas condições, cerca de 58 

injeções h-1 são possíveis. Os limites de detecção (LD) foram de 11 µmol L-1 e 12 µmol L-1 para 

ETI e TEO, respectivamente. Nos estudos de adição e recuperação, valores de 96 ± 3 % para 

ETI e 99 ± 2 % para TEO foram obtidos. O método proposto pode ser usado no controle de 

qualidade de matérias primas e de formulações farmacêuticas que tenham o sal aminofilina 

(ETI + TEO) na sua composição.  

 

Palavras-chave: Análises rápidas, etilenodiamina, teofilina, aminofilina, formulações 

farmacêuticas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



ABSTRACT 

 

In this work, a study for the determination of aminophylline (AMI), a salt formed for a 

complex between theophylline (TEO) and ethylenediamine (ETI), in pharmaceutical samples 

using Capillary Electrophoresis with Capacitively Coupled Contactless Conductivity Detection 

(CE-C4D) is described. The background electrolyte (BGE) was composed by 15 mmol L-1 of 

triethanolamine (TEA) + 20 mmol L-1 of 3,4-dimethoxycinnamic acid (DMX) with pH adjusted 

to 9.0 with KOH showed the best performance in terms of analysis time, resolution, peak shape, 

and peak intensity. The migration times obtained for ETI and TEO were 25 s and 62 s, 

respectively. Under these conditions, about 58 injections h-1 are possible. The limits of detection 

(LD) were 11 µmol L-1 and 12 µmol L-1 for ETI and TEO, respectively. In addition, the proposed 

method presented satisfactory results in the recovery tests (96 ± 3 % for ETI and 99 ± 6 % for 

ETI). Furthermore, CE-C4D methods can be used in the quality control of raw materials and 

pharmaceutical formulations that have aminophylline salt (ETI + TEO) in their composition.  

 

Keywords: Fast analysis, ethylenediamine, theophylline, aminophylline, pharmaceutical 

samples.  
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1 INTRODUÇÃO  

 

1.1 Breve histórico 

 

Ao longo dos anos, as técnicas de separação tiveram vários avanços, sendo que na 

década de 50 houve o desenvolvimento da cromatografia em fase gasosa (GC, do inglês “Gas 

Chromatography”). Posteriormente, na década de 70, o aperfeiçoamento da cromatografia 

liquida (LC, do inglês “Liquid Chromatography”) começou a tornar esta técnica conhecida na 

química analítica. Mais tarde, na década de 80, a técnica de separação conhecida como 

eletroforese capilar (CE, do inglês “Capillary Electrophoresis”) foi desenvolvida (TAVARES, 

1995, 1997). 

 A CE é uma técnica empregada para separação de determinadas espécies dentro de uma 

solução eletrolítica, com aplicação de um campo elétrico. O início do seu desenvolvimento com 

a necessidade do estudo de proteínas em soro. O químico e bioquímico sueco, Arne Wilhelm 

Kaurin Tiselius, desenvolveu uma técnica de separação baseada na diferença de velocidade de 

migração de espécies carregadas em um eletrólito, quando aplicado um campo elétrico 

(TISELIUS, 1926). Em 1948, pela grande contribuição na área de CE (separação de proteínas 

em um campo elétrico), Tiselius ganhou o prêmio Nobel de Química.  

 O método de separação apresentado por Tiselius consistia em a amostra era aplicada em 

um tubo, em formato de U, recheado com a solução tampão, e então um potencial elétrico era 

aplicado nas extremidades, assim, os analitos migravam por atração coulômbica de acordo com 

suas cargas. Além disso, entre as dificuldades enfrentadas por Tiselius, há a instabilidade do 

equipamento, separação incompleta dos componentes da amostra (efeitos de difusão), e o 

aquecimento gerado pelo elevado campo elétrico necessário (efeito Joule) (HJERTÉN, 1967).  

 Hjérten, em 1967, propôs a utilização de campos elétricos mais elevados e tubos 

capilares de quartzo com diâmetro interno de 0,3 mm e comprimento total de 36 cm. Além 

disso, um sistema giratório foi utilizado para diminuição dos efeitos de convecção e, assim, 

zonas mais distintas de separação foram obtidas. No entanto, as dificuldades com eficiência de 

separação foram mantidas (HJERTÉN, 1983). Já na década de 80, a eletroforese teve um grande 

desenvolvimento, pois Jorgenson e Lukacs propuseram a implementação, pela primeira vez, de 

capilares de vidro com diâmetros internos muito menores (d.i. de 75 µm) e, com isso, o efeito 

Joule que prejudicava o desempenho da técnica diminuiu a ponto de se tornar negligenciável 

(HJERTÉN, 1967, 1983). 
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 A utilização de capilares com diâmetro interno da ordem de micrometros (< 100 µm) 

resultou no aumento da relação entre área superficial interna do capilar e o volume da solução, 

favorecendo a dissipação do calor e aplicação de campos elétricos mais elevados. Assim, os 

tempos de análises foram diminuídos radicalmente e uma maior eficiência de separação também 

foi obtida.  

A CE tem como vantagens uma menor demanda de reagentes (cerca de nanolitros de 

amostra são injetados no capilar em cada análise), possibilidade de automação da análise, baixo 

custo do equipamento, tempos de análises reduzidos (quando comparado com HPLC - técnica 

de separação mais utilizada) e possibilidade de injeção de amostras sem pré-tratamento 

(COSTA, 2018; JAGER; TAVARES, 2001; MARRA, 2018; OLIVEIRA, 2019; RIBEIRO, 

2022).  

 

1.2 Fundamentos teóricos  

 

As discussões nesse tópico são aplicáveis à eletroforese capilar de zona (CZE, do inglês 

“Capilary Zone Electrophoresis”) quando capilares de sílica fundida são utilizados. Ao utilizar 

outro tipo de eletroforese, as equações podem sofrer pequenas modificações, contudo, o 

fundamento é similar. A CZE é a mais explorada das técnicas eletroforéticas, mostrando-se útil 

para a separação de um vasto conjunto de analitos, entre os quais podemos destacar os 

carboidratos, íons orgânicos, íons inorgânicos, peptídeos e fármacos. O mecanismo de 

separação da CZE fundamenta-se na mobilidade das espécies de uma solução quando esta 

solução é introduzida em um meio tamponado como uma banda de pequena espessura. Quando 

o potencial de separação é aplicado, cada zona migra independentemente, com velocidade 

constante, mas diferenciada, característica de sua própria mobilidade (OLIVEIRA, 2019). 

 

1.2.1 Mobilidade efetiva  

  

 A mobilidade eletroforética de eletrólitos fortes (íons provenientes de ácidos ou bases 

fortes) é relativamente simples de entender. No entanto, em CZE também é necessário 

compreender o conceito de mobilidade efetiva para explicar a migração de eletrólitos fracos. 

Este é o caso de bases ou ácidos inorgânicos/orgânicos que podem estar parcialmente ionizados, 

ou seja, parte das espécies apresentam carga positiva ou negativa e a outra parte é neutra. A 

mobilidade efetiva (µ𝑒𝑓) pode ser compreendida pela definição de Tiselius, quaisquer 

substâncias (j), em solução de formas diferentes (j), estão relacionadas entre si por uma 
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constante equilíbrio ácido base e, por esse motivo, migram em uma única banda. A migração 

das espécies em um campo elétrico ocorre em função de sua mobilidade efetiva, onde α é o 

grau de ionização do analito em estudo (Equação 1) (TAVARES, 1995).  

 

                                                           µ𝑒𝑓 =  𝛴µ𝑗α𝑗                                                  Equação (1) 

 

 Além disso, ao aplicar um potencial (E), há a velocidade eletroforética efetiva (vef), 

definido pela Equação 2.  

 

                                                           𝑣𝑒𝑓 =  µ𝑒𝑓𝐸                                                  Equação (2) 

 

 A distribuição de carga dos analitos depende das suas respectivas constantes de 

dissociação (pKa). A equação 2 demonstra a dependência da velocidade em relação a 

mobilidade efetiva que depende diretamente do grau de ionização do analito, ou seja, o pH do 

meio tem uma influência significativa na velocidade de migração das espécies em interesse, por 

esse motivo a escolha do eletrólito de corrida (BGE) é de extrema importância (RIBEIRO, 

2017). Adicionalmente, é importante mencionar que o controle de pH (tamponamente), neste 

caso, é mandatório. 

 

1.2.2 Fluxo eletrosmótico  

 

O material mais utilizado para fabricação de capilares em separações eletroforéticas é a 

sílica fundida. No capilar de sílica fundida há a presença dos grupos silanóis ionizáveis (SiOH) 

na sua superfície (pKa ≅ 6), os quais podem gerar cargas negativas na parede interior do capilar 

(SiO-). Em valores de pH mais elevados, ou seja, mais alcalinos, os grupos silanóis estarão mais 

desprotonados e, consequentemente, a parede interna estará mais negativamente carregada. Por 

outro lado, em valores de pH menores, os grupos silanóis estarão mais protonados e a parede 

interna estará com carga negativa menor ou até mesmo neutra (pH < 4) (RIBEIRO, 2022). Uma 

ilustração da superfície do capilar pode ser observada na Figura 1.  
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Figura 1. Representação da interface da solução com a parede interna do capilar de sílica 

fundida.  

 

Fonte: RIBERIO, 2022 

 

 Quando a parede interna do capilar estiver carregada negativamente, as espécies com 

cargas positivas do BGE serão atraídas pela superfície do capilar devido as forças eletrostáticas 

ou por forças de coesão, formando uma primeira dupla camada elétrica, uma camada fixa, 

conhecida como plano interno de Helmholtz (IHP). Posteriormente, existe a formação de uma 

segunda camada, denominada plano externo de Helmholtz (OHP), pois ainda há íons positivos 

na solução, porém menos atraídos pela parede negativa do capilar. Ao se distanciar da parede 

do capilar, a concentração dos contra-íons diminui aos poucos até alcançar o equilíbrio com a 

concentração dos íons no seio da solução, sendo que essa região é chamada de camada difusa 

da dupla camada elétrica (JAGER & TAVARES, 2001). 

 A região onde há a interface entre essas duas camadas formadas (IHP e OHP), ocorre o 

início da movimentação de íons e é chamado de “Plano de Cisalhamento”. Ao aplicar o campo 

elétrico da separação da CE nesse sistema, uma camada móvel de cátions (solvatados), é atraída 

ao polo negativo, o cátodo. Essa movimentação acaba induzindo uma movimentação da solução 

como um todo no interior do capilar e é conhecida como fluxo eletrosmótico (EOF). (MARRA, 

2018). Os ânions continuarão migrando em direção ao ânodo, no entanto, quando a velocidade 

do EOF for maior que a velocidade dos ânions, estes também poderão ser transportados ao 

detector posicionado do lado do cátodo do sistema de CE. 

 A existência do EOF é de fundamental importância para a CE, pois durante a migração, 

os íons transportam moléculas de água, gerando o fluxo da solução como um todo em direção 
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ao cátodo (polo negativo) quando do uso de capilar de sílica fundida. Com a velocidade 

eletrosmótica de grande magnitude (resultante do EOF), o fluxo é capaz de conduzir os solutos, 

em uma única direção independentemente de suas cargas (cátions ou ânions). Assim, a 

determinação simultânea de espécies catiônicas, aniônicas e neutras em uma amostra 

(movimentação em uma mesma direção) é possível (WEEKLEY & FOLEY, 2007).  

 Os fármacos existentes no mercado, em sua grande maioria, são formados por 

compostos iônicos (em forma de sais), logo, essa característica é de extrema importância para 

análises desse tipo de amostra (KOENKA et al., 2016). Os medicamentos devem ser 

monitorados em várias etapas do processo farmacêutico, desde o seu desenvolvimento até o 

controle de qualidade final. Portanto, a determinação de simultânea de cátions e ânions é 

importante, a possível presença de impurezas pode ser proveniente de catalise de fármaco ou 

do processo de fabricação, podendo afetar o usuário do medicamento. 

 A cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) é muito utilizada no controle de 

qualidade de fármacos, entre os tipos de cromatografia líquida utilizadas estão a cromatografia 

de íons (CALISEVICI et al., 2011), colunas de troca catiônica e aniônica (MENG et al., 2008), 

ou colunas com caráter anfótero e fases estacionárias (CRAFTS et al., 2009) . Contudo, essas 

técnicas requer uma instrumentação mais complexa quando comparada com a CE. A aplicação 

de métodos mais simples para o controle de qualidade é de grande interesse, a utilização da CE 

pode ser eficaz nesse sentido quando comparado com a técnica utilizada comumente, a fim de 

minimizar o tempo de trabalho e gasto com soluções. 

 

1.3 Sistemas de detecção em CE  

 

 O tipo de detector utilizado está intrinsicamente ligado ao bom desempenho de uma 

técnica de separação. Nas últimas décadas vários modelos de detectores vêm sendo estudados 

por pesquisadores, com a finalidade de obtenção de melhores resultados na análise de diferentes 

amostras. Os detectores mais utilizados em CE são o espectrofotométrico (UV/Vis), seguido 

pela fluorescência, espectrometria de massas e condutométrico (eletroquímico). Os detectores, 

em função de suas características, podem ser classificados em seletivos ou universais. Os 

detectores seletivos monitoram uma característica do soluto e os universais respondem a 

qualquer alteração no monitoramento do sinal (geralmente uma alteração de uma característica 

do BGE) quando a espécie passa pela janela de detecção (SILVA, 2003).  

A detecção pela absorção UV-Vis mede o quanto uma substância química absorve de 

luz, sendo considerada seletiva, pois um comprimento de onda é selecionado a partir do grau 
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de absortividade do analito de interesse. Além disso, a detecção indireta também pode ser 

utilizada, adicionando-se um cromóforo na composição do BGE, assim, uma diminuição na 

absorbância é medida, quando os analitos (sem absortividade no respectivo comprimento de 

onda) passam pela janela de detecção. Para a utilização desse detector no capilar é necessário a 

remoção do revestimento de poliimida ou do uso de uma célula de quartzo (ZEMANN, 2003). 

Esse modelo de detecção possui limitações quanto a determinação de espécies não sensíveis ao 

UV-Vis. Por outro lado, a detecção indireta pode apresentar limitações em relação a 

precipitação (função do pH), importante para manutenção da estabilidade do cromóforo 

adicionado ao BGE (NEHMÉ et al., 2010).  

Os detectores de fluorescência medem a fluorescência contra uma radiação de fundo 

(background) bastante baixa, assim, pequenas quantidades de luz, emitidas pelos analitos 

podem ser medidas, possibilitando maior detectabilidade. Para espécies não fluorescentes, o 

uso da detecção fluorimétrica somente é possível após etapas de derivatização dos componentes 

das amostras antes das análises, o que pode agregar erros provenientes da etapa de preparo das 

amostras (TAMIZI; JOUYBAN, 2015). 

A espectrometria de massas é uma técnica utilizada com o intuito da elucidação de 

compostos desconhecidos e quantificação de compostos conhecidos. O espectrômetro de 

massas é constituído por uma fonte de ionização onde os analitos presentes nas amostras são 

convertidas em íons, transferidos para a fase gasosa, e inseridos em um analisador de massa 

(relação carga/massa) destes íons e um detector. Para essa técnica o eletrólito de corrida deve 

ser volátil e puro, o que gera limitações na faixa de pH de trabalho (LANÇAS, 2013). 

 Dentre os detectores eletroquímicos existem os amperométricos, os potenciométricos e 

os condutométricos. A amperometria é um método de detecção sensível e possui boa 

seletividade, mas a adaptação dentro ou próximo ao capilar não é tão simples, pois o eletrodo 

de trabalho no sistema de CE não pode interferir no campo elétrico (princípio de separação da 

CE). Já os métodos potenciométricos detectam a diferença de potencial com a relação à solução 

que preenche o capilar (BGE) e o sensor, sendo que essa diferença é proporcional à 

concentração do íon detectado (SWINNEY; BORNHOP, 2000). 

 Os detectores condutométricos medem a condutividade ou resistividade dos analitos 

entre dois eletrodos, podendo estar ou não em contato com a solução eletrolítica. Quando os 

analitos passam entre esses eletrodos a mudança na condutividade é medida, essa variação na 

condutividade possui relação direta com a concentração dos analitos iônicos presente na solução 

(SWINNEY; BORNHOP, 2000). 
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1.3.1 Detecção condutométrica sem contato acoplada capacitivamente (CE-C4D) 

 

 A detecção condutométrica sem contato começou a ser utilizado em 1928 por Zahn 

(ZAHN, 1928). Contudo, a detecção condutométrica aplicada a CE começou a ser estudada 

apenas em 1972 (VAN DER et al., 1972), sendo empregada inicialmente na isotacoforese. Já 

em 1985 foi demonstrado a utilidade desse tipo de detector na CZE (DEML et al., 1985). Em 

1998, Zemann e colaboradores (ZEMANN et al., 1998) e Fracassi da Silva e do Lago 

(FRACASSI DA SILVA; DO LAGO, 1998), em trabalhos independentes, introduziram a 

detecção condutométrica sem contato (C4D). Assim, a partir de 1998 muitos trabalhos foram 

publicados sobre a construção e aplicação de detectores condutométricos em CE.  

 A C4D não necessita que o capilar seja perfurado, o que era comum nos detectores 

condutométricos convencionais, perfurados com laser de CO2, e, consequentemente, tinham 

contato com a solução no interior do capilar (FRACASSI DA SILVA; DO LAGO, 2000). Com 

o advento da C4D foi possível eliminar algumas limitações do detector de condutividade com 

contato como contaminação do BGE e/ou dos padrões utilizados e a diminuição considerável 

da interferência do campo elétrico, obtendo, desta forma, uma melhor estabilidade e resposta 

analítica (BRITO-NETO et al., 2005).  

 Na detecção C4D, um sinal senoidal de elevada frequência (100 a 1000 kHz) é aplicado 

aos eletrodos integrados (geralmente metálicos) posicionados ao redor do capilar. Os eletrodos 

medem a condutividadade da solução que flui pelo capilar. Um eletrodo atua como transmissor, 

emitindo um sinal senoidal de alta frequência de corrente alternada e o outro eletrodo atua como 

receptor (ZEMANN et al., 1998). À medida que ocorre a migração dos íons no interior do 

capilar, há a variação da condutividade, correspondente a variação na corrente elétrica entre os 

eletrodos de detecção. Assim, o monitoramento do sinal resulta em picos relacionados aos 

analitos separados, dependentes da concentração das espécies (Figura 2).  

 



20 

 

Figura 2. Sistema de detecção C4D com dois eletrodos (E1 e E2) e a representação do 

eletroferograma com o pico positivo e negativo.  

 

Fonte: (Ribeiro, 2022) 

 

 A resposta de detecção baseia-se na diferença de condutividade entre o co-íon presente 

no BGE e o íon a ser analisado. Quando a mobilidade do analito for maior ou menor que a do 

co-íon do BGE ocorre um aumento ou diminuição da condutividade na região do capilar e o 

detector é sensibilizado, resultando no pico positivo ou negativo no eletroferograma, 

respectivamente. Em 2009, Francisco e do Lago (FRANCISCO; DO LAGO, 2009) 

desenvolveram um modelo mais compacto do C4D, sendo que este modelo foi utilizado nos 

procedimentos descritos nesse trabalho. Nesta versão, a frequência e a amplitude foram 

otimizadas e fixadas para um melhor desempenho, por simplicidade e robustez.  
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1.4 Aminofilina  

 

A aminofilina (AMI) é um sal formado pelo complexo entre a etilenodiamina (ETI) e a 

teofilina (TEO), como apresentado na Figura 3. Segundo levantamento realizado, a combinação 

desses compostos deve conter no mínimo 84,0% e no máximo 87,4% de ETI e entre 13,5% e 

15,0% de TEO (m/m) (FARMACOPÉIA, 2010).  

 

Figura 3. Fórmula estrutural da molécula de aminofilina (AMI). 

 

 

A TEO é uma N-metil derivada das xantinas, compõe o grupo dos alcaloides que são 

encontrados em plantas e podem ser utilizadas em bebidas alimentícias ou como estimulantes 

do sistema nervoso central (ARAGÃO et al., 2009). A TEO é um potente broncodilatador, pois 

relaxa o músculo liso das vias aéreas brônquicas e dos vasos sanguíneos pulmonares, reduzindo 

a resposta das vias aéreas à histamina, metacolina, adenosina, entre outros. É um antagonista 

não seletivo dos receptores de adenosina, induzindo a ação adrenérgica broncodiladora e há 

também uma ação anti-inflamatória, reduzindo o número de eosinófilos e nucléolos, além disso, 

é um medicamento de baixo custo (ARALIHOND et al., 2020; DOUKKY et al., 2012).  

As xantinas possuem baixa solubilidade, tornando-se necessário, para uso 

farmacológico, a formação de complexos com substâncias mais solúveis. Assim, como a TEO 

não é solúvel em água, a opção foi a formação de uma combinação com a ETI, resultando na 

AMI (CALDWELL et al., 1986; ROLOOF, 2006). Este medicamento apresenta-se com um pó 

em grânulos brancos ou levemente amarelados e possuem um leve odor amoniacal e sabor 

amargo (FARMACOPÉIA, 2010). A AMI é utilizada principalmente para terapia da doença 

pulmonar obstrutiva crônica e asma, há também recomendações para o tratamento de enfisema 

e no tratamento de apneia neonatal (KLIMOVIC et al., 2022; YE et al., 2019; ZATLOUKAL 

et al., 2020).  
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Com o avanço da medicina e o desenvolvimento de novos fármacos há o aumento da 

expectativa de vida (IBGE, 2017). Esse progresso, juntamente com o aumento populacional e 

a modernização levou a uma geração mais dependente de produtos químicos. Desta forma, o 

controle de qualidade destes produtos é essencial, não apenas com a finalidade de checar a 

procedência da matéria-prima utilizada, mas, também, análises referentes ao teor de princípio 

ativo presente nas formulações comerciais. Assim tornou-se necessário o desenvolvimento de 

métodos rápidos, confiáveis, e ambientalmente amigáveis (menor gasto de energia e geração 

mínima de resíduos) a fim de suprir a necessidade de várias análises diárias em um curto período 

de tempo (COSTA, 2018).  

Na literatura existem trabalhos que mostram a possibilidade para determinação da 

aminofilina por HPLC com detecção UV-Vis, espectrofotometria, quimiluminescência, 

titulação, e ressonância magnética nuclear (CHEN et al., 2021; DE BLAEY et al., 1984; DE 

FABRIZIO, 1977; GRIFFENHAGEN, BRADY, 1951; LEI, 2014; LI et al., 2009; LI, ZHANG, 

2008; TURCZAN et al., 1972; M. WANG et al., 2020; R. WANG et al., 2013; Z. WANG et 

al., 2004; YIN et al., 2003; ZHANG, STEWART, 1994). Além disso, a determinação da ETI 

presente na AMI também foi demonstrada empregando HPLC e eletroforese capilar com 

detecção amperométrica (GE et al., 2013; ISHIGURO et al., 1980). Para a determinação 

simultânea de TEO e ETI foi encontrado apenas um trabalho na literatura. Neste caso, a técnica 

usada foi HPLC com detecção fotométrica e a duração da análise era em torno de 20 minutos 

(LAU-CAM; ROOS, 1991).  
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2 OBJETIVOS  

 

Desenvolver um método simples, rápido, barato e ambientalmente amigável para 

determinação simultânea de etilenodiamina e teofilina (sal de aminofilina) em amostras 

farmacêuticas utilizando a técnica a eletroforese capilar com detecção condutométrica sem 

contato (CE-C4D).  
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3 PARTE EXPERIMENTAL  

 

3.1 Reagente e soluções  

 

As soluções foram preparadas usando água deionizada de alta pureza (resistividade ≥ 18 

MΩ cm) obtida de um sistema de purificação Milli-Q (Millipore Direct-Q3, Bedford, MA, 

USA). Todos os reagentes utilizados eram de grau analítico. Ácido 3,4 dimetoxicinâmico 

(DMX), propano 2-amino-2- hidroximetil-1,3diol (TRIS), ácido 2- 

(ciclohexilamino)etanosulfônico (CHES), trietanolamina (TEA), hidróxido de potássio (KOH) 

e AMI foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, Estados Unidos). Hidróxido de sódio e 

ácido fosfórico foram adquiridos das empresas Dinamica (Diadema, Brasil) e Merck 

(Darmstadt, Alemanha), respectivamente. 

As amostras farmacêuticas utilizadas nos experimentos foram obtidas em farmácias 

locais. No procedimento de preparo das amostras, oito comprimidos foram pesados e 

macerados até um pó fino e homogêneo. Posteriormente, uma massa adequada de pó foi pesada 

e diluída em água deionizada, em um balão volumétrico. As soluções estoques de padrões e 

amostras foram preparadas diariamente antes das análises. Além disso, todas as amostras foram 

submetidas a agitação e sonicação por 5 minutos em um banho ultrassom e depois filtradas 

usando filtro de membrana (tamanho de poro de 0,45 um) e analisadas no sistema CE-C4D. 

 

3.2 Instrumentação  

 

Todos os eletroferogramas foram obtidos com um equipamento CE-C4D construído no 

laboratório do Prof. Claudimir Lúcio do Lago, do Instituto de Química da Universidade de São 

Paulo (USP) (FRANCISCO; DO LAGO, 2009). O equipamento possui dois detectores 

condutométricos compactos sem contato acoplados capacitivamente. O controle do 

equipamento e aquisição de dados foram realizados por um programa de computador 

desenvolvido pelo mesmo grupo de pesquisa. Uma imagem do equipamento pode ser 

visualizada na Figura 4. 
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Figura 4. Equipamento de Eletroforese Capilar usado nos experimentos (CE-C4D). 

 

Fonte: A autora. 

 

 As injeções foram feitas no lado direito do equipamento (ânodo), próximo do detector 

1 (10 cm). O capilar de sílica fundida utilizado tinha 50 cm de comprimento total, sendo 10 cm 

de comprimento efetivo até o primeiro detector e 40 cm para o segundo detector. Os diâmetros 

interno e externo do capilar eram de 50 e 375 µm, respectivamente. Diariamente, antes do início 

das análises, o capilar foi lavado com NaOH 0,1 mol L-1 durante 15 minutos, logo após com 

água deionizada durante 10 minutos e finalmente com o BGE utilizado na análise durante 10 

minutos. As injeções foram realizadas hidrodinamicamente (1,0 s a uma pressão positiva de 25 

kPa) no lado direito do equipamento. O potencial de separação usado em todas as análises foi 

+25 kV (lado da injeção). 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÕES  

 

Inicialmente, estudos foram realizados para verificar a possibilidade de determinação rápida 

e simultânea da TEO e ETI por CE-C4D. A ETI é uma molécula (base fraca) que possui carga 

em uma extensa faixa de pH e pode ser determinada como cátion por CZE (Figura 5). A ETI 

possui dois pKa’s diferentes (pKa1 = 6,98 e pKa2 = 9,69) e em solução com pH < 11,5, a 

molécula possui carga positiva. 

 

Figura 5. Curva da relação de carga versus pH da molécula da etilenodiamina (ETI). 

 

Fonte: SWAIN, 2012. 

 

A TEO é um ácido fraco e possui pKa = 7,82, portanto, em soluções com o pH > 7,0, a 

molécula vai apresentar carga líquida negativa (ânion), como mostra a Figura 6.  
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Figura 6. Curva de relação de carga versus pH da molécula de teofilina (TEO). 

 

Fonte: SWAIN, 2012 

 

A estratégia inicial usada nos estudos para a determinação simultânea de ETI e TEO por 

CZE foi trabalhar com BGE’s com valores de pH entre 7,5 e 9,5, pois nessas condições, tanto 

a ETI (cátion) e a TEO (ânion) possuem cargas. Nesta faixa de pH, quatro BGE’s de 

composições diferentes foram testados: i) 12 mmol L-1 TEA + 20 mmol L-1 DMX + NaOH (pH 

= 9,0); ii) 20 mmol L-1 TRIS + 20 mmol L-1 TAPS (pH=8,2); (iii) 20 mmol L-1 CHES + NaOH 

(pH= 9,0); (iv) 20 mmol L-1 ácido fosfórico + NaOH (pH=7,9). A opção por estes BGEs se deve 

a capacidade tamponante destas soluções na faixa de pH e por serem soluções comumente 

usadas como BGEs em estudos anteriores usando CE-C4D (BERGAMO et al., 2011; E. R. DA 

SILVA et al., 2013; HUTCHINSON et al., 2008; MARRA et al., 2014; PAUL et al., 2019; 

PORTO et al., 2014; QUEK et al., 2008; RIAZ; CHUNG, 2006; SÁZELOVÁ et al., 2006). Os 

eletroferogramas obtidos empregando estes BGEs são apresentados na Figura 7.  
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Figura 7. Eletroferogramas obtidos com uma solução padrão de 500 µmol L-1 de AMI usando 

BGEs de diferentes composições: (A) 12 mmol L-1 TEA + 20 mmol L-1 DMX + NaOH 

(pH=9,0); (B) 20 mmol L-1 TRIS + 20 mmol L-1 TAPS (pH=8,2); (C) 20 mmol L-1 CHES + 

NaOH (pH= 9,0); (D) 20 mmol L-1 ácido fosfórico + NaOH (pH=7,9). *pico não identificado. 

Comprimento total e efetivo do capilar: 50 e 10 cm, respectivamente; potencial aplicado: + 25 

kV (lado da injeção); tempo de injeção: 1,0 s (25 kPa).  

 

 

Os eletroferogramas mostrados na figura 7A (BGE: 12 mmol L-1 TEA + 20 mmol L-1 

DMX + NaOH; pH = 9,0) e Fig. 7C (BGE: 20 mmol L-1 CHES + NaOH; pH= 9,0) apresentaram 

melhor definição dos picos, melhor resolução entre a ETI e o EOF e menores tempos de 

migração. Os BGEs compostos pelos tampões TRIS/TAPS (Figura 7B) e fosfato (Figura 7D) 

apresentaram desempenhos inferiores (formato de picos e resolução entre ETI e o EOF). Em 

seguida foi estudado a troca do NaOH por KOH como base para ajuste de pH dos BGE’s 

estudados na Figuras 7A e 7C. Os resultados obtidos nestes estudos são apresentados nas 

Figuras 8 e 9.  
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Figura 8. Eletroferogramas obtidos com solução padrão de 500 µmol L-1 com os seguintes 

BGEs: (a) 12 mmol L-1 TEA + 20 mmol L-1 DMX + KOH (pH=9,0); (b) 12 mmol L-1 TEA + 

20 mmol L-1 DMX + NaOH (pH=9,0). *pico de sistema. Comprimento total e efetivo do capilar: 

50 e 10 cm; potencial aplicado: 25kV; tempo de injeção: 1,0 s (25 kPa). 

 

 

Figura 9. Eletroferogramas obtidos com solução padrão de 500 µmol L-1 AMI com os seguintes 

BGEs: (a) 20 mmol L-1 CHES + NaOH (pH= 9,0); e (b) 20 mmol L-1 CHES + KOH (pH= 9,0). 

pico de sistema. Comprimento total e efetivo do capilar: 50 e 10 cm; potencial aplicado: 25kV; 

tempo de injeção: 1,0 s (25 kPa). 
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O BGE composto por 12 mmol L-1 TEA + 20 mmol L-1 DMX + KOH (pH=9,0) foi 

selecionado para os estudos subsequentes por apresentar melhor resolução entre os picos da 

ETI e o EOF. O KOH foi utilizado para ajuste do pH, pois o BGE ajustado com NaOH 

apresentou um possível pico de sistema ou interferente próximo ao pico do ETI. Antes de 

prosseguir com a otimização da composição do BGE (concentração dos componentes e pH), 

uma solução padrão e uma solução amostra de concentração similar foram injetadas para 

verificar se o comportamento da solução amostra seria similar a solução padrão (Figura 10).  

 

Figura 10. Eletroferogramas obtidos para uma solução (a) padrão (500 µmol L-1) e (b) solução 

amostra de AMI. BGE: 12 mmol L-1 TEA + 20 mmol L-1 DMX + KOH (pH=9,0). *pico não 

identificado. Comprimento total e efetivo do capilar: 50 e 10 cm; potencial aplicado: 25kV; 

tempo de injeção: 1,0 s (25 kPa). 

 

 

Observa-se uma grande similaridade entre os eletroferogramas obtidos com as soluções 

padrão e amostra (Figura 10). Isto demonstra uma grande possibilidade de obtenção de sucesso 

na determinação simultânea de ETI e AMI em formulações farmacêuticas. Desta forma 

prosseguiu-se com as otimizações da composição do BGE selecionado. 

Nesse estudo (Figura 11) variou-se a concentração de TEA em (a) 10 mmol L-1; (b) 12 

mmol L-1; (c) 15 mmol L-1 e (d) 20 mmol L-1 com a concentração de DMX fixa em 20 mmol L-

1 e sempre usando KOH para ajuste de pH em 9,0. 
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Figura 11. Eletroferogramas obtidos com solução padrão de 500 µmol L-1 de AMI usando 

BGEs com diferentes concentrações de TEA: (a) 10 mmol L-1 TEA + 20 mmol L-1 DMX + 

KOH (pH=9,0); (b) 12 mmol L-1 TEA + 20 mmol L-1 DMX + KOH (pH=9,0); (c) 15 mmol L-

1 TEA + 20 mmol L-1 DMX + KOH (pH=9,0); e (d) 20 mmol L-1 TEA + 20 mmol L-1 DMX + 

KOH (pH=9,0). *pico de sistema.  Comprimento total e efetivo do capilar: 50 e 10 cm; Potencial 

aplicado: 25kV; Tempo de injeção: 1,0 s (25 kPa). 

 

 

A variação da concentração de TEA não impactou de forma significativa os 

eletroferogramas obtidos com soluções padrão contendo 500 µmol L-1 de AMI. Desta forma, o 

BGE composto por 15 mmol L-1 TEA + 20 mmol L-1 DMX + KOH (pH=9,0) foi selecionado, 

pois apresentou estabilidade da linha base ligeiramente melhor. Em seguida foi estudado a 

variação da concentração de DMX na composição do BGE: (a) 20 mmol L-1 (b) 22 mmol L-1 e 

(c) 25 mmol L-1. Os resultados obtidos neste estudo são mostrados na Figura 12. 
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Figura 12. Eletroferogramas obtidos com solução padrão de 500 µmol L-1AMI com diferentes 

concentrações de DMX no BGE: (a) 15 mmol L-1 TEA + 20 mmol L-1 DMX + KOH (pH=9,0); 

(b) 15 mmol L-1 TEA + 22 mmol L-1 DMX + KOH (pH=9,0); e (c) 15 mmol L-1 TEA + 25 

mmol L-1 DMX + KOH (pH=9,0). *pico não identificado. Comprimento total e efetivo do 

capilar: 50 e 10 cm; potencial aplicado: 25kV; tempo de injeção: 1,0 s (25 kPa). 

 
 

Com base nos eletroferogramas mostrados na Figura 12 foi possível concluir que a 

variação da concentração de DMX não influenciou os resultados obtidos, desta forma, qualquer 

uma das concentrações pode ser usada. A concentração de 20 mmol L-1 foi selecionada por ser 

a menor concentração avaliada. 

Em seguida foi feito um estudo para otimização do pH (ajustado com KOH) utilizando 

o BGE composto por 15 mmol L-1 TEA + 20 mmol L-1 DMX (pH original igual a 8,9). Contudo, 

para a análise de TEO e ETI é necessário a adição de KOH, para aumentar a condutividade do 

sistema e obter picos para os analitos, ou seja, a adição de hidróxido ao BGE é fundamental 

para a determinação dos analitos. Portanto, o pH=9,0 seria o valor mínimo para a faixa de pH. 

O BGE com pH = 9,7 também foi avaliado a fim de mostrar que o sistema não é estável nessas 

condições. Os eletroferogramas obtidos estão representados na Figura 13.  
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Figura 13. Eletroferogramas obtidos com solução padrão de 500 µmol L-1 de AMI em função 

da variação do pH do BGE: (a) pH= 9,7; (b) pH= 9,4; e (c) pH= 9,0. *pico não identificado. 

BGE: 15 mmol L-1 TEA + 25 mmol L-1 DMX + KOH até pH indicado; comprimento total e 

efetivo do capilar: 50 e 10 cm; potencial aplicado: 25kV; tempo de injeção: 1,0 s (25 kPa). 

 

 

Com base nos eletroferogramas obtidos, tanto o pH= 9,0 quanto o pH= 9,4 poderiam ser 

utilizados, já que apresentaram resultados satisfatórios com relação a resolução, estabilidade da 

linha base e definição do pico, desta forma, a fim de utilizar uma menor quantidade de 

reagentes, e por estar mais distante do limite tamponante do BGE, o pH=9,0 foi selecionado 

para os estudos subsequentes. 

Posteriormente, um estudo para definição do melhor tempo de injeção foi realizado. No 

intervalo de tempo estudado (0,5 a 4,0s; Figura 14), o tempo de injeção de 2,0s foi selecionado 

para os estudos posteriores, pois apresentou resolução adequada entre os picos e boa 

detectabilidade. Tempos de injeção entre 1 e 4 segundos também poderiam ser usados. 
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Figura 14. Eletroferogramas obtidos com solução padrão de 500 µmol L-1AMI em função da 

variação no tempo de injeção a uma pressão constante de 25 kPa: (a) 0,5 s; (b) 1,0 s; (c) 1,5 s; 

(d) 2,0 s; (e) 3,0 s; e (f) 4,0 s. *pico não identificado. BGE: 15 mmol L-1 TEA + 25 mmol L-1 

DMX + KOH até pH=9,0; comprimento total e efetivo do capilar: 50 e 10 cm; potencial 

aplicado: +25kV. 

 

 

Avaliou-se também qual o melhor potencial de separação a ser usado nas análies. Um 

intervalo entre +15 e +25 kV foi estudado (Figura 15). O potencial escolhido para os estudos 

posteriores foi de +25 kV, pois apresentou menor tempo de análise. 
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Figura 15. Eletroferogramas obtidos com solução padrão de 500 µmol L-1AMI em função do 

potencial de separação empregado: (a) 25kV; (b) 20kV; e (c) 15kV. *pico não identificado. 

BGE: 15 mmol L-1 TEA + 25 mmol L-1 DMX + KOH até pH=9,0; comprimento total e efetivo 

do capilar: 50 e 10 cm; tempo de injeção: 2,0 s (25 kPa). 

 

 

A Tabela 1 apresenta um resumo dos parâmetros estudos e dos respectivos valores 

otimizados para a determinação simultânea de ETI e TEA utilizando o sistema CE-C4D. 

 

Tabela 1. Condições otimizadas para o método CE-C4D desenvolvido. 

Parâmetros Faixa avaliada Valores otimizados 

Potencial de separação (kV) 15 – 25 25 

Tempo de injeção (s) a 25 kPa 0,5 – 4,0 2,0 

pH do BGE 9,0 – 9,7 9,0 

 

Após a otimização de todos os parâmetros, a estabilidade do método foi estudada a partir 

de 10 injeções sucessivas de uma solução padrão. Na Figura 16 são apresentados os 

eletroferogramas obtidos na 1°, 5° e 10° injeção, com uma solução padrão de 500 µmol L-1 

AMI. Os desvios calculados a partir da Figura 16 são apresentados na Tabela 2, mostrando que 

o método proposto apresenta boa estabilidade, com desvios padrões dentro do limite.  
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Figura 16. Eletroferogramas obtidos a partir de 10 injeções sucessivas de solução padrão 

contendo 500 µmol L-1 AMI. BGE: 15 mmol L-1 TEA + 25 mmol L-1 DMX + KOH até pH=9,0. 

*pico de sistema; comprimento total e efetivo do capilar: 50 e 10 cm; potencial aplicado: 25kV; 

tempo de injeção: 2,0 s (25 kPa).  

 

 

 Posteriormente estudos foram realizados para identificar as faixas de concentração onde 

existe uma relação linear entre concentração e área dos analitos em estudo. Este estudo foi 

realizado mediante injeções de soluções contendo concentrações crescentes de ETI e TEO. 

Além disso, manteve-se a relação entre as concentrações de ETI e TEO (1:2) existente nas 

formulações farmacêuticas. A Figura 17 apresenta as curvas de calibração obtidas para ETI e 

TEO, respectivamente. 

 

Figura 17. Curvas de calibração obtidas a partir eletroferogramas obtidos com a injeção de 

soluções padrões com concentrações crescentes de ETI (0,05-3,0 mmol L-1) e TEO (0,1-6,0 

mmol L-1). Demais condições vide Figura 13.  
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Posteriormente, uma menor faixa de concentração (a-e) foi selecionada para obter as 

curvas de calibração para AMI e ETI. Os coeficientes de correlação foram de 0,999 e 0,998 

para ETI e TEO, respectivamente, conforme apresentado na Figura 18.  

 

Figura 18. Eletroferogramas obtidos a partir da injeção de soluções padrões contendo 

concentrações crescentes de ETI (0,2-0,6 mmol L-1) e TEO (0,4-1,2 mmol L-1) e suas 

respectivas curvas de calibração. Demais condições vide Figura 13.  

 

 

 A Tabela 2 apresenta as características analíticas do método proposto, como o limite de 

detecção (LD) e o limite de quantificação (LQ) que foram calculados a partir do desvio padrão 

(DP) e a inclinação (I) das curvas de calibração. As injeções foram feitas em triplicata. Os 

cálculos dos LOD e LOQ foram realizados usando as seguintes equações:                         

 

                               𝐿𝐷 =
𝐷𝑃

𝐼
𝑥 3                                                           𝐿𝑄 =

𝐷𝑃

𝐼
𝑥 10 

          Equação 3 – Limite de detecção                       Equação 4 – Limite de Quantificação  
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Tabela 2 – Características analíticas do método proposto.  

Características Analíticas  ETI  TEO  

Tempo de migração (s) 25,0 ± 0,2  62,4 ± 0,5 

Resoluçãoa 6,05 ± 0,24 5,04 ± 0,23 

Coeficiente de correlação  0,999 0,998 

Linearidade (mmol L-1) 0,05 - 3,0 0,1 - 6,0 

LD (mmol L-1)  0,011  0,012 

LOQ (mmol L-1) 0,037   0,041 

Frequência de injeção (h-1)  58 58  

a Resolução entre os picos de ETI e TEO e entre o pico da ETI e o EOF.  

 

Por fim, as curvas de calibração (Figura 18) foram utilizadas para analisar duas amostras 

farmacêuticas e os resultados obtidos são apresentados na Tabela 3. Os estudos de adição e 

recuperação apresentaram resultados dentro do limite aceitável, com valores de recuperação de 

96 ± 3 % e 99 ± 2 % para ETI e TEO, respectivamente, indicando a ausência de efeitos matriz 

nas amostras avaliadas. Além disso, foi observado a inexistência de picos interferentes (por 

exemplo, excipientes).  

 

Tabela 3 - Comparação dos resultados obtidos na determinação simultânea de ETI e TEO por 

CE-C4D. 

Amostra  Bula 

(mg L-1) 

CE-C4D 

(mg L-1) 

Diferença 

(%) 

A1  ETI  18 17.4 ± 0.3 - 3.3 

TEO  216 225.9 ± 0.9 + 4.6 

A2  ETI  24 22.5 ± 0.8 - 6.2 

TEO  288  295.1 ± 0.6 + 2.5 

 

Desta forma, o método proposto mostrou-se adequado para o controle de qualidade de 

formulações farmacêuticas contendo AMI. 

 

 



39 

 

5 CONCLUSÃO  

 

Neste trabalho foi proposto um método simples e rápido (⁓58 injeções hora) para a 

determinação simultânea de ETI e TEO em amostras farmacêuticas. O método desenvolvido 

quando comparado com os métodos convencionais é muito vantajoso, pois além de mais rápido 

e simples, também é mais barato. O equipamento utilizado para as análises foi fabricado em 

laboratório, custando cerca de 30 vezes menos que um HPLC, equipamento amplamente 

utilizado para este tipo de análise. Outro fator importante é o baixo consumo de reagentes, 

reduzindo consideravelmente o impacto ambiental. Portanto, o método proposto se mostrou um 

método viável para o controle de qualidade em formulações farmacêuticas.  
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