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RESUMO

Neste presente trabalho, a técnica de eletroforese capilar com detec¢do condutométrica
sem contato (CE-C*D) foi utilizada em dois novos procedimentos analiticos para a
determinagdo rapida e simultanea de: (i) difenidramina (DIP) e amonio (NH4"); (ii) arginina
(ARG), acido ascorbico (ASC) e aspartato (ASP). Os dois métodos sdo caracterizados por
andlises com tempos inferiores a 50 s, e foram desenvolvidos com a finalidade de controle de
qualidade de matérias primas e formulacdes farmacéuticas que apresentam tais compostos em
sua composicao. Para a determinacao simultanea do grupo (i) foi utilizado o tampao de corrida
(BGE) composto por 30 mmol L' de Acido 2-(morfolin-4-il)etano-1-sulfonico (MES) e
15 mmol L' de LiOH (pH=6,0). Os limites de detec¢io (LOD) foram de 0,04 e 0,02 mmol L
para NH4" e DIP, respectivamente. O método apresentou boa exatiddo com valores de
recuperagdo entre 97 e 106%. Os resultados obtidos pelo método proposto foram
estatisticamente similares (nivel de confiangca de 95%) aos obtidos por HPLC (DIP) e pelo
método de Kjeldahl (NH4"). Para a determinagio simultinea do grupo (ii) foi utilizado o BGE
composto  por 20 mmol L' de 3- [[2-Hidroxi-1,1bis(hidroximetil)etil]amino]-1-
propanossulfonico (TAPS) e 10 mmol L' de NaOH (pH=8,7). Os LOD foram de 0,01; 0,035 ¢
0,02 mmol L para ARG, ASC e ASP, respectivamente. O método apresentou resultados
satisfatorios no estudo de adi¢do e recuperagdo (entre 100% e 105%) nas amostras contendo
ARG, ASC e ASP. As curvas de calibragdo para todas as espécies quantificadas apresentaram
coeficientes de correlagdo maiores que 0,996 ¢ RSD menores que 2,9% (n=10). Os métodos
CE-C*D desenvolvidos sdo simples, geram quantidades minimas de residuos (menor impacto
ambiental), além do baixo custo (equipamento e manutengdo) e possuem elevadas frequéncias

de injegdo: ~ 90 inje¢des h™! para formulagdo (i) € ~78 injegdes h! para formulagdo (ii).

Palavras Chave: acido ascorbico, amonio, arginina, aspartato, determinacdo simultanea,

difenidramina, eletroforese capilar, detec¢do condutométrica sem contato, andlises rapidas.



ABSTRACT

In the present work, capillary electrophoresis with contactless capacitive coupled
conductivity detection (CE-C*D) was used for the development of two rapid methods for
simultaneous determination of: (i) diphenhydramine (DIP) and ammonium; (ii) arginine
(ARG), ascorbic acid (ASC) and aspartate (ASP). The proposed methods are characterized by
analyzes with run times less than 50 s and can be used in quality control of raw materials and
pharmaceutical formulations having such compounds in its composition. In the simultaneous
determination of the compounds of the group (i), the BGE was composed by 30 mmol L of 2-
(N-morpholino) ethanesulfonic acid (MES) and 15 mmol L' LiOH (pH=6,0). The limits of
detection (LOD) were 0.04 and 0.02 mmol L' for NH4" and DIP, respectively. The method was
accurate with recovery values between 97 and 106%. The results obtained with the proposed
method were statistically similar (confidence level of 95%) to those obtained by HPLC (DIP)
and Kjeldahl method (NH4"). For the simultaneous determination of the compounds of the
group (ii), the BGE was composed by 20 mmol L' N- [Tris(hydroxymethyl)methyl]-3-
aminopropanesulfonic acid (TAPS) and 10 mmol L' of NaOH (pH=8,7). The LOD were 0.01,
0.035 and 0.02 mmol L' for ARG, ASC and ASP, respectively. In addition, the proposed
method presented satisfactory results in the recovery test (100% to 105%) for samples
containing ARG, ASC and ASP. Calibration curves for all species showed correlation
coefficients greater than 0.996 and RSD values in the stability study less than 2.9% (n = 10).
Furthermore, the CE-C*D methods are simple, generates a minimum amount of waste (lower
environmental impact), are low cost (equipment and maintenance) and has a high analytical

frequency: ~90 injections h!' (i) and ~78 injections h™' (ii).

Keywords: ascorbic acid, ammonium, aspartate, arginine, simultaneous determination,

diphenhydramine, capillary electrophoresis, contactless conductivity detection, fast analysis.
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1 INTRODUCAO

1.1 Analise de farmacos

No presente trabalho foram estudadas cinco diferentes espécies associadas em formulagdes
farmacéuticas comerciais. Dentre elas estdo a difenidramina (DIF), amonio (NH4"), arginina
(ARG), acido ascorbico (ASC) e acido aspartico (ASP). A associagdo de principios ativos em
farmacos traz vantagens terapéuticas, porém gera novos desafios para a induastria farmacéutica
em relacdo ao controle de qualidade. Por serem principios ativos de medicamentos de alta
demanda, bastante popular e de facil acesso, surge assim a necessidade de desenvolvimento de
métodos capazes de quantificar principios ativos em formula¢des farmacéuticas compostas

(associagdo de dois ou mais fArmacos) de forma rapida, eficaz, simples e de custo reduzido.

1.1.1 Aménio (NH4") e Difenidramina (DIP)

A combinagdo de cloreto de amonio (NH4Cl) e DIP em formulagdes farmacéuticas ¢
utilizada para o tratamento de tosse ¢ dor de garganta. A DIP ¢ um anti-histaminico usado para
tratar os sintomas da infec¢ao viral como tosse, nariz escorrendo e espirro [1]. O composto
NH4Cl atua como expectorante e fluidificador de secre¢des, auxiliando na permeabilidade das
vias respiratorias. A combinagdo de NH4Cl e DIP proporciona um tratamento mais eficaz para
a tosse e dor de garganta do que os medicamentos contendo apenas DIP, pois a combinagdo
desses ingredientes ativos garante simultaneamente os efeitos vasoconstritores da DIP [2,3] e
propriedades expectorantes de NH4Cl [4]. Os medicamentos que contém DIP e NH4" sdo
populares e facilmente encontrados em farmacias comuns e de manipulagdo, portanto, um
método para a determinagdo de ambos os compostos em um curto tempo de andlise ¢ altamente

desejavel. A Figura 1 ilustra as moléculas da DIP e do NH,4".
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Figura 1. Formulas estruturais da DIP (pKa =8,9) e NH4" (pKa=9,3). FONTE: [5]

i NH,’
HSC/NH\/\O

1.1.2  Arginina (ARG), acido ascorbico (ASC) e aspartato (ASP)

Formulagdes farmacéuticas que contém ARG, ASC e ASP sdo utilizados no
tratamento da fadiga, beneficiando o desempenho fisico. O aspartato de arginina ¢ formado pela
unido de dois aminoacidos, cuja atividade ¢ de fundamental importancia para o metabolismo
celular. O acido ascorbico € um poderoso antioxidante utilizado em varias reagdes bioquimicas
nas células.

A ARG atua transformando a amodnia toxica em ureia que € eliminada na urina,
combatendo a fadiga muscular e mental. A produg¢do de O6xido nitrico, importante no
relaxamento da parede dos vasos sanguineos, ¢ estimulada pela ARG, beneficiando o sistema
muscular. Este aminoacido ¢ essencial para a vida do recém-nascido até a fase adulta [6].

A principal fungdo do ASC ¢ a hidroxilagdo do colageno, proteina que da resisténcia
aos ossos, dentes, tenddes e paredes dos vasos sanguineos. O ASP atua no metabolismo
energético de todos os organismos vivos como intermediario no ciclo do 4cido tricarboxilico

(TCA) [7]. Durante o processo de geragao de energia nas células, ¢ liberada amdnia, um produto
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toxico para o organismo que desencadeia a fadiga. A Figura 2 ilustra as moléculas dos

compostos ARG, ASC e ASP.

Figura 2. Formulas estruturais da ARG, ASP e ASC, respectivamente. FONTE: [5]

ARG ASP ASC
N +
H A o) NH," OH
HN N OH =
\ﬂ/ i O WOH
NH,* 0 HO ‘
0
HO \ o
HO 0

1.1.3 Justificativa

No século XX, com o avanco da medicina, a prevengdo de doengas e a inser¢ao de
produtos quimicos como farmacos contribuiram para o aumento da expectativa de vida, que era
em média até quarenta anos na década de 1940, e passou a ser mais de setenta anos em 2016
[8]. Tal progresso, atrelado a modernizagdo ¢ o aumento populacional, criaram uma geracao
dependente de produtos quimicos, dentre esses produtos, os farmacos. A ANFARMAG
(Associac¢do Nacional de Farmacéuticos Magistrais) destaca o aumento do niumero de farmacias
magistrais no Brasil e em outros paises. Este crescimento foi motivado pela vantagem do
tratamento personalizado que permite a adequacao das doses, associa¢dao de farmacos e escolha
farmacéutica mais adequada ao paciente [9].

A credibilidade nos produtos manipulados tem sido colocada em duvida pela populagao,
em parte, pela falta de um rigido controle de qualidade, sendo assim, um obstaculo para o
crescimento e manutengdo deste setor [10]. O controle de qualidade na Farmacia Magistral,

enfrenta o desafio de os métodos da Farmacopeia ndo abrangerem a grande diversidade de
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formulacdes possiveis, tendo como uma das principais dificuldades relatadas a realizagdo de

ensaios analiticos para a determinagdo do teor do principio ativo [11].

1.2 Técnicas tradicionais de analise

Os métodos para a determinagdo de NH4" baseiam-se principalmente na
espectrofotometria [12—16], fluorometria [17,18], quimioluminiscéncia [19-21], condutometria
[22,23], potenciometria [24-28], amperometria [29-37] e pelo método classico de Kjeldahl
[38], encontrado na farmacopeia brasileira. A DIP ¢ predominantemente determinada por
cromatografia liquida [39-47], a técnica mais utilizada para analises farmacéuticas e alguns
métodos de eletroforese capilar [48—52]. A titulagdo em meio ndo aquoso ¢ o método oficial
encontrado na farmacopeia brasileira para doseamento da DIP [53]. No entanto, ndo sao
descritos métodos analiticos para a determinacdo simultanea destes compostos em formulagdes
farmacéuticas.

Adulteragao do teor de principios ativos em medicamentos usados por seres humanos
e animais ¢ uma pratica que se desenvolveu junto com a modernizacdo e crescimento
populacional. A utilizacao destas drogas sem essa etapa do controle de qualidade representa um
risco a saude [54]. Neste contexto, muitos métodos analiticos estao relatados na literatura para
a determinagdo destes farmacos individualmente, entretanto, nao ha método para a
determinagdo simultanea destes compostos.

Inlimeros métodos para a determinagdo de ARG sdo encontrados na literatura, sendo
a titulagao potenciométrica o método oficial descrito na farmacopeia americana [55] . A maioria
destes métodos empregam a técnica de HPLC com detecc¢do fluorimétrica [56—58], MS [59,60]
e UV-VIS [61-64]. Outros métodos de analise de ARG sao relatados na literatura utilizando
CE com deteccdo UV-VIS [65,66] e cromatografia gasosa com deteccdo por espectrometria de

massa [67,68]. Para a determina¢do de ASP, sdo reportados métodos que utilizam biosensor
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amperométrico [7], HPLC (através da derivatiza¢do fluorescente [69-71]), CE (através da
derivatizagdo [72] e utilizando um detector fluorimétrico induzido a laser [73]) e titulacdo
acido-base como método oficial de acordo com a farmacopeia americana [74].

O ASC vém sendo consumido ha varias décadas, assim, varios estudos, bem como
artigos de revisdo sdo encontrados na literatura. Em produtos alimenticios, sdo reportados
métodos de determina¢ao do ASC de 1976 até 1981 [75], bem como de 1986 até 1992 [76],
entre outros. Atualmente, para essa vitamina, ha referéncias sobre as vantagens da determinagao
de ASC por inje¢ao em fluxo [77] e CE [78] bem como as vantagens e desvantagens do uso de
HPLC para determina¢ao de ASC e seu produto de degradacao, o acido dehidroascorbico [79]
e ainda inimeros métodos eletroquimicos para determinagdo da vitamina C [80]. A iodometria

¢ o método oficial encontrado na farmacopeia brasileira para doseamento do ASC [53].

1.3 Técnicas de eletromigracao em capilares

A eletroforese capilar de zona (CZE) ¢ o modo de separacao mais utilizado em eletroforese,
todavia, este modo de separacdo possui algumas limitagdes em certos tipos de analises.
Portando, algumas modificagdes, tendo CZE como base, foram feitas a fim de atender novos
desafios e contornar antigas limitacdes. As modificagdes propostas deram origem a novas
técnicas de eletromigracdo como eletroforese capilar de afinidade (CAE, “capillary affinity
electrophoresis™), eletroforese capilar de peneiramento (CSE, “capillary sieving
electrophoresis™), eletroforese capilar em gel (CGE, “capillary gel electrophoresis™),
focalizagdo isoelétrica capilar (CIEF, “capillary isoelectric focusing”), isotacoforese capilar
(CITP, “capillary isotachophoresis”), cromatografia eletrocinética (EKC, “electrokinetic
chromatography”), cromatografia eletrocinética micelar (MEKC, “micellar electrokinetic

chromatography”), cromatografia eletrocinética em microemulsdo (MEEKC, “microemulsion
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electrokinetic =~ chromatography”),  eletrocromatografia  capilar (CEC, “capillary
electrochromatography”), eletroforese capilar em meio ndo aquoso (NACE, “nonaqueous
capillary electrophoresis”) e microchip [81-83].

O modo de separagdo CZE também ¢ conhecido como eletroforese capilar em solugdo
livre (FSCE, “free solution capillary electrophoresis”). Esta técnica consiste na injecdo da
amostra dentro da coluna capilar previamente preenchida com o BGE. O potencial aplicado
gera um campo elétrico, o qual promove a migracdo dos analitos em zonas distintas e
velocidades constantes, porém diferenciadas. O desdobramento de otimizacdo da técnica leva
em consideragdo a adicao de aditivos ou complexantes aos eletrolitos aquosos, com a finalidade
de interagir com os analitos de forma seletiva, alterando suas mobilidades para alcangar maior
eficiéncia de separagdo. Os outros tipos de modalidades eletroforéticas sao muito bem descritas

e detalhadas na literatura [81,82,84,85].

1.4 Eletroforese Capilar: retrospectiva historica

A eletroforese ¢ uma técnica de separagao introduzida no século XX, por Arne Tiselius, em
meio a necessidade de estudo de proteinas em soro recém descobertas na época. Este fendmeno
consiste na migragdo de ions solvatados ou espécies ionizaveis, quando estas estdo dissolvidas
ou suspensas em um eletrolito, a partir da aplicagdo de um campo elétrico. Arne Tiselus, pela
sua pesquisa com proteinas em soro ganhou o prémio Nobel de quimica em 1948 [86], seu
trabalho com moléculas bioldgicas foi de grande impacto para o desenvolvimento da
bioquimica como uma ciéncia exata [87].

Esta técnica era bastante limitada devido a instabilidade do equipamento, pelos efeitos de
difusdo, aquecimentos gerados pelo campo elétrico, além da separacdo incompleta dos

componentes da amostra, ou seja, apenas uma parte da substancia de eluigdo mais rapida e uma
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parte da substancia de eluicdo mais lenta eram retiradas de forma pura. Estes efeitos foram
minimizados a partir da introdu¢do de um suporte (gel ou papel), o que reduziu o efeito da
difusdo e ajudou a conter o movimento livre dos analitos em solu¢do. Apesar da inclusdo de um
suporte, qualquer tentativa de alcangar uma separagdo de zona por esta técnica de eletroforese
seria frustrada pelo inicio da convecgdo [88]. A conveccdo ocorre devido a ma dissipagdo de
calor gerado pelo efeito Joule na eletroforese, pois somente as extremidades dissipam o calor,
assim cria-se um gradiente de temperatura que leva a um gradiente de densidade e, por fim, a
conveccao. De modo teodrico, a inclusdo de um aparato anti-convec¢do na célula de separagao
pode modificar a eletroforese de fronteira movel em eletroforese de zona, o que seria de grande
valor em trabalhos de identificacdo e quantificagao [88].

Em 1967, Hjérten introduziu uma alternativa para os problemas de convec¢ao, ele nao
conseguiu acabar com este fendmeno, mas suprimiu 0 movimento convectivo para uma Orbita
periddica da substancia. As separacdes eletroforéticas ocorreriam em um tubo de quartzo, com
o diametro interno na ordem de milimetros, sob rotagdo, a qual estabilizaria a zona [88]. Devido
a dificuldade de dissipagao do calor, a densidade varia ao longo da se¢do transversal de uma
zona, assim sob a influéncia da gravidade, a substancia pode ter um deslocamento, com o
arranjo experimental proposto, a rotacao do tubo, a substancia estara submetida ao movimento
periddico de ida e volta em relacdo a parede do tubo, sendo possivel tornar a zona homogénea,
inibindo a convecg¢do. A Figura 3 ilustra um tubo de eletroforese em seu eixo longitudinal onde
em (a) a zona ¢ estabilizada pela rotagao do tubo e em (b) a rotagdo ¢ interrompida ¢ a zona ¢

espalhada rapidamente [88].
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Figura 3. Ilustra¢do do principio envolvido na estabilizacdo de zonas (Z) por rotagdo do tubo de

eletroforese. Se a rotagdo for parada, a forma da zona em (A) se espalhara como mostrado em (B).

o [ —
y, )
0 N
Y~ —

A convecgdo nao era o unico incoveniente promovido pelo efeito Joule na
eletroforese, o aquecimento da solugdo também levava a degradagcdo de amostras termicamente
instaveis, comprometendo a andlise. Logo se percebeu que a reducao do diametro interno dos
tubos da eletroforese atuaria em vantagem para uma dissipacao eficiente do calor gerado pela
passagem da corrente elétrica [89]. A primeira publicagdo sobre separacdes em eletroforese
capilar de zona (CZE) foi em 1979, por Mikkers et al., em que foi possivel a separagdao de 16
anions relativamente pequenos. A analise ocorreu em um capilar de Teflon, 200 pm de d.i.,
com detec¢do de gradiente de potencial [90].

Em 1963, com o objetivo de adaptar a eletroforese para a sua inser¢do a rotina
laboratorial, ou seja, com a finalidade de obter uma técnica economicamente barata e pratica
para a rotina de analises de amostras, Graham e Grunbaum criaram o método para
fracionamento de proteinas e enzimas utilizando como suporte o acetato de celulose. Com esta
inovagdo, a técnica permite alto grau de separacdo e quantificacdo das fragdes proteicas, além
de ser caracterizada no meio cientifico como simples e barata. Em 1987, o suporte de celulose
como objeto de pesquisas, foi melhorado, tendo os poros gelatinizados, conhecido atualmente

como Cellogel [91].
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Com os avangos instrumentais na eletroforese foi possivel a insercdo de colunas
capilares com diametros menores. A implementacdo, pela primeira vez, de capilares de silica
fundida com didmetros internos extremamente pequenos em eletroforese foi relatada em
publicacdes de Jorgenson e Lukacs em 1981. Os trabalhos publicados nas revistas Analytical
Chemistry [92] e Science [93] sdo marcados pelo o uso de colunas capilares com d.i. de 75 pm.
Devido a inser¢ao de capilares com um pequeno didmetro interno em Eletroforese Capilar (CE,
do inglés “Capillary Electrophoresis’’) passou-se a ter uma maior area superficial em relacao
ao volume do capilar, facilitando a dissipacdao do calor e sendo possivel a aplicacdo de altas
voltagens (chegando a 30 kV), o que aumentou drasticamente a frequéncia analitica e a
eficiéncia da separagdo, principais vantagens que tornaram CE tdo atrativa nos dias atuais.

Apesar dos beneficios causados pela inser¢ao do capilar de silica fundida, os trabalhos
de Jorgenson e Lukacs apresentaram resultados prejudicados pela atracao eletrostatica entre a
parede do capilar carregada negativamente e pelas proteinas analisadas carregadas
positivamente, obtendo picos com um forte efeito de cauda. Em vista destas limitagcdes em
relacdo a analise de espécies cationicas Lauer ¢ Mc Manigill, em 1986, publicaram estudos na
separagao de proteinas a partir do principio de repulsdo (proteinas e parede do capilar com
cargas iguais), além de discutir brevemente o fenomeno do fluxo eletrosmotico (EOF do inglés
Electroosmotic Flow), sua magnitude e possivel controle [94].

Ao longo dos anos, a CE se tornou objeto de diversos estudos, sendo a base para um
grande nimero de artigos publicados, explorando tanto a sua aplicabilidade quanto inovagdes
em seus aspectos instrumentais. Como no trabalho de Terabe et al., em 1984 [84], com a
introdug@o da cromatografia eletrocinética micelar (MEKC, do inglés “Micellar Electrokinetic
Chromatography ), que consiste na adi¢do de agentes tensoativos iOnicos ao eletrolito de
corrida, proporcionando um sistema cromatografico de duas fases (BGE e micelas), e como nos

trabalhos de Knox e Grant, em 1987 [95] e 1991 [96], a partir de estudos da eletrocromatografia



27

capilar CEC (do inglés "capillary electrochromatography") onde o método de separagdo ocorre
a partir da aplicagdo de uma diferenga de potencial, ao invés da pressao, para a elui¢do da fase
movel por uma coluna recheada. Assim a separagdo ¢ a analise de espécies neutras por CE
tornaram-se realidade.

Em 1987, foi construido o primeiro equipamento de interesse comercial de CE, por se
tratar de uma instrumentacdo relativamente simples, muitos grupos foram levados a
construirem seu proprio equipamento [97-99]. Ideias e perspectivas futuras comecaram a
rodear essa nova técnica, aplicacdes para as mais variadas substancias e matrizes fazem parte
do cenario atual da pesquisa.

As separacdes em micro canais vém se tornando objeto de interesse da comunidade
cientifica desde seu aparecimento, no final do século XX. O uso de micro canais como o
pchip integra a vantagem de consumo de volumes reduzidos de amostras e reagentes, além de
associar varios processos como pré-concentracao, derivatizagao, diluicdo, mistura, separagao e
deteccao em um unico substrato [100]. Gavin e Ewing [101] publicaram, em 1997, um trabalho
que relata o uso de um substrato de vidro com 100 eletrodos de platina construidos
individualmente, esse sistema de separacao foi denominado eletroforese em canal. A fabricagao
de pchips foi primeiramente proposta por Wooley e colaboradores [102], em 1998, este trabalho
retrata a separacao de trés neurotransmissores em 100 s.

A implementacao instrumental eletroforética ¢ o tema de teses de pesquisadores [103—
105] que acreditam no potencial da mesma, na for¢a que ela possui, ndo para competir, mas

para complementar o time de técnicas analiticas de separacdo a servigo da sociedade.
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1.5 CE e outras técnicas de separacio

CE ¢ adequada para a separagdo e determinagdo de componentes amostrais (ionizados ou
parcialmente ionizados) de forma similar & cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, do
inglés “High-Performance Liquid Chromatography ), cromatografia idnica e eletroforese em
placas de gel, tendo aplicacdes bioquimicas, clinicas, ambientais, alimentares, forenses e
farmacéuticas [66,106,107], englobando compostos organicos i0nicos € ndo 1i0nicos,
inorganicos i0nicos € nao idnicos € macromoléculas (tais como proteinas e oligonucleotideos e
compostos quirais) [108—110]. Outras vantagens que a tornam tao atrativa sao [111]:

e Possibilidade de automacao;
e O pré-tratamento das amostras as vezes nao € necessario;
e Pequenas quantidades de padrdao e amostra, volumes tipicamente da ordem de 1 a
10 nL, possibilitando a determinacao de amostras com disponibilidade limitada;
e O principal solvente utilizado ¢ a agua, se enquadrando bem nos parametros da
Quimica Verde.
e Possibilidade de injegdo e deteccao em fluxo;
e Baixo custo do equipamento ¢ manutengao;
e Tempo de analise reduzido quando comparada as técnicas classicas de separacao.
A CE oferece muitas vantagens sobre os outros meios utilizados para eletroforese
(placas de gel, papel, etc), pois a alta resisténcia do capilar comumente usado (tubos de silica
fundida externamente revestidos com poliimida) possibilita o estabelecimento de campos
elétricos de valores elevados (100-1000 V cm™), resultando em analises com separag¢des de alta
eficiéncia e tempos de andlise apreciavelmente curtos [85].
Comparado a HPLC, a CE se sobressai em questdes de eficiéncia e tempo de andlise.
Analises cromatograficas em uma coluna empacotada estdo sob a ag@o de trés mecanismos que

alargam o pico: caminhos multiplos de fluxo, difusdo longitudinal e velocidade finita de
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transferéncia de massa. A coluna capilar possui apenas 1 mecanismo dos 3 relatados como fonte
possivel do alargamento dos picos. Os caminhos multiplos de fluxo sdo eliminados e, assim, a
altura do prato é reduzida, consequentemente aumentando o nimero de pratos, o que resulta em
uma melhor resolugdo. Como em CE ndo existe fase estacionaria, ndo ha a presencga do termo
de transferéncia de massa, proveniente do tempo finito necessario para o soluto atingir o
equilibrio entre as fases movel e estaciondria, assim, a altura do prato ¢ reduzida mais uma vez
contribuindo para uma analise mais eficiente. A unica fonte possivel para causar alargamento
dos picos, em condi¢des ideais, € a difusdo longitudinal [112].

A Tabela 1 compara, de forma geral, as caracteristicas de desempenho das técnicas

HPLC, CE e eletroforese em placas de gel.

Tabela 1. Comparacdo das caracteristicas de desempenho das eletroforeses capilar, em gel e HPLC.

Placas de Gel HPLC CE

Velocidade baixa moderado alta
Custo do equipamento baixo alto moderado
Custo operacional baixo alto baixo
Detectabilidade

e Concentracao ruim excelente ruim

e Massa ruim ruim excelente
Eficiéncia alta moderada alta
Automacio pouca sim sim
Quantificacao dificil facil facil
Precisao ruim excelente boa
Consumo de reagentes baixo alto minimo
Robustez boa excelente boa
Separacdes

e DNA excelente boa excelente

e Proteinas excelente boa excelente

Adaptado de [113]
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A Figura 4 compara os picos obtidos pelas técnicas CE e HPLC na andlise de um élcool,
em que ¢ possivel observar um desempenho superior da CE em comparagdo a cromatografia
liquida de alta eficiéncia. O nimero de pratos teéricos da eletroforese capilar fica na faixa de

50.000 a 5000.000.

Figura 4. Comparagdo das larguras dos picos do alcool benzilico (C¢HsCH,OH) na CE e na HPLC.

FONTE [112]:

e
HPLC T~ cE
4 100 pratos 92 000 pratos

resposta do detector —*
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5.2 5.6 6.0 6.4 6.8 7.2
Tempo (min)

A cromatografia por troca i6nica ¢ uma opg¢ao para a separacao de espécies iOnicas de
uma forma geral, porém, possui a desvantagem de ser menos eficiente que outras técnicas de
separagdo, sendo muitas vezes preferivel o emprego de CE ou a neutralizacdo da molécula e
separagdo por cromatografia liquida por parti¢do [114]. Como qualquer técnica, CE possui
desvantagens. Em questdes de sensibilidade e robustez, a HPLC tem um desempenho melhor
[115]. No caso particular da CE equipada com um detector C*D, os limites de detecgio (LOD)
estdo na ordem de 10°a 10° mol L', o que exclui a possibilidade de analisar elementos tracos,

limitando a variedade de matrizes de aplicagdo da mesma [111].
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1.6 Fundamentos Teodricos

Neste topico sdo colocados em discussdo os fundamentos tedricos que sustentam as
separacdes eletroforéticas de zona ou solugdo livre equipadas com capilares de silica fundida.
1.6.1 Teoria da migracao eletroforética

A eletroforese ¢ uma técnica de separacdo que consiste na migra¢ao de um ion e sua

esfera i0nica, sob o efeito de um elevado campo elétrico (E). O ion ¢ acelerado até que a forca
de atrito comeca a atuar contrabalanceando a for¢a elétrica, assim o ion entra em um movimento
constante, com a velocidade final adquirida. A forca de atrito pode aumentar com o tamanho

do ion (raio hidratado) e com a viscosidade do eletrolito suporte. A forga elétrica (Fi) ¢

calculada pelo produto da carga do ion (z), a carga elementar (e) e o campo elétrico [87]:

Equagdo 1 Fi-|z;| e E

Pela lei de Stokes, a forga de atrito (F2) para ions de forma esférica pode ser aproximada

Equacgao 2 F2-6 TN 1 Vgp

Onde 1 € a viscosidade do meio, r; € o raio i0nico efetivo e v, a velocidade eletroforetica.

Quando o ion cumpre sua velocidade final, a resultante de forgas € nula, igualando a eq. 1 a eq.

2. [87]

Fl = FZ
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|zl e E-6 mT; v,

vep _ Zje

Equacgao 3 =
quag E 6mTnr;

Sabendo que a mobilidade eletroforética (pep) corresponde av,, dividida pela

magnitude de E, substituindo na eq. 3, tém-se:

Equagao 4 Hep = ————

Assim, o conceito de mobilidade eletroforética rege a migracdo de espécies
eletricamente carregadas. Os compostos em solucdo submetidos a analise por CE podem se
encontrar dentro de um equilibrio (moléculas ndo ionizadas junto a moléculas com um valor
particular de mobilidade) dependente das condigdes da solugdo, como viscosidade, pH, e adi¢ao
de agentes complexantes e/ou solventes organicos. A mobilidade eletroforética efetiva (per)
retrata a migracao de eletrolitos fracos. A per pode ser calculada pela definicao classica de
Tiselius, em que qualquer composto, sob condi¢cdes de equilibrio, parcialmente ionizado, se
movimenta em um campo elétrico como um soluto singular, como uma unica banda. Neste

caso, a mobilidade per € dependente das mobilidades eletroforéticas (u,p,) € dos graus de

dissociagdo (a) das n espécies (Eq. 5) [87].

Equagédo 5 Wef = Z’}:l @ Uep

O equilibrio de cada espécie em solucdo ¢é dependente da sua constante de dissociacao

do soluto (pKa) em um intervalo de pH definido, no qual esta constante define a predominancia

das espécies. A escolha do tampao de corrida com o pH adequado pode muitas vezes ser



33

fundamental para a separacao de espécies com mobilidades eletroforéticas semelhantes, em que

a modificacdo dos valores de «a ira definir a mobilidade eletroforética efetiva.

1.6.2 Teoria da migracao eletrosmética

A aplicagdo de um campo elétrico nos estudos por CE gera no interior da silica uma
dupla camada elétrica que inicia o fluxo eletrosmotico (EOF do inglés Electroosmotic Flow).
A magnitude deste fluxo ¢ dependente da mobilidade eletrosmdtica (L, ), a qual é constituida
por varias constantes, tais como permitividade da solucdo (er), a viscosidade dindmica da
solu¢do (M), a permitividade do vacuo (go) € o potencial eletrocinético (ou zeta) ({), ao aplicar
um potencial t€ém-se a velocidade eletrosmotica (veo): [81,82]

_ &gl

Equacgdo 6 Heo =

Equagdo 7 Veo=—""—
eo

Em técnicas de eletromigragdo capilar, a ve, pode ser calculada a partir da Eq. 7, sendo

Les o comprimento efetivo do capilar ¢ t,, o tempo de migragdo eletrosmotico, no qual esta

velocidade ¢ positiva, por convengdo, no sentido da extremidade da inje¢do da amostra para a

extremidade de detec¢ao do capilar, caso contrario, passard a ter um valor negativo. [81]

1.6.3 O fluxo elestromoético (EOF)

O EOF ¢ um evento que influencia a migracdo de espécies, onde a silica fundida, o

material comumente utilizado na fabricagdo de capilares para CE, formara uma dupla camada
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elétrica devido a presenca de grupos silandis na parede interna do capilar. Quando a solu¢do no
interior do capilar apresentar um pH acima de 3, os grupos silandis serdo ionizados

(desprotonagdo), sendo que a ionizagdo ¢ total em pH acima de 7,5-8,0, como mostrado na

Figura 5.

Figura 5. Efeito do pH na mobilidade eletrosmotica em capilares de diferentes materiais. FONTE: [116]
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As espécies do tampao de corrida (BGE, do inglés “background electrolyte”)
provedoras de cargas positivas serdo fortemente atraidas pela superficie do capilar devido a
forgas eletrostaticas ou por forgas de coesao (adsorgao especifica), criando assim uma primeira
dupla camada elétrica, uma camada fixa. O centro destes ions definird um plano, conhecido

como plano interno de Helmholtz (IHP), como pode ser observado na Figura 6.
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Figura 6. Representagdo da interface do capilar com a aplicagao de um potencial.

Parede
do Capilar
Anodo 3 Si Si Si S Catodo
(+) ()
o - o o -
Camada Fixa o 9 o 9 o 9 O 9 0 e

Camada Moével o o o o o
—
Fluxo Eletrosmétic>
(EOF)

Uma segunda camada ¢ criada a partir da presenga de ions hidratados, os quais se

aproximardo da superficie a uma distancia correspondente a seus raios de hidratacdo. Estes ions
sao fracamente ligados a parede interna do capilar e a interagao ¢ dependente das propriedades
fisicas da espécie (adsor¢ao nao-especifica). O plano definido pelo centro dos ions hidratados
¢ denominado plano externo de Helmholtz (OHP). A concentragdo de ions de carga oposta a
superficie ¢ inversamente proporcional a distancia da mesma, e eventualmente aproxima-se do
valor de concentragcdo dos ions na solucdo, esta regido ¢ conhecida como camada difusa da
dupla camada elétrica. Quando um campo elétrico ¢ aplicado tangencialmente a superficie
(potencial de separagdo aplicado em CE), forgas elétricas atuam nas cargas da camada difusa,
o qual provoca um movimento unilateral de ions em direcdo ao eletrodo de carga oposta.
Enquanto ocorre a migragdo dos ions do BGE, ocorre o transporte de moléculas de 4gua,
induzindo o fluxo de solu¢do como um todo, conhecido como EOF. Com a ac¢ao do EOF, o
resultado ¢ a migragdo tanto de cations quanto de anions em um tnico sentido. Por resultante
dos vetores da velocidade de migracdo pode-se afirmar que a velocidade de migragado liquida

dos cations [peo + (+Her)] € maior comparada a velocidade de migracao liquida de anions [peo +
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(-uer)] em diregdo ao catodo (peo normal — capilar de silica sem modifica¢do), como pode ser
observado na Figura 7 [85,87].

Figura 7. Esquema ilustrativo das grandezas vetoriais Veo € Vep.
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Quando as espécies de interesse sdao apenas anions com altas mobilidades
eletroforéticas, ¢ possivel realizar a analise apenas com a inversao da polaridade, em que o ion
migrara contra o EOF em direcdo ao polo positivo (&nions podem ter uma velocidade
semelhante ou até mais rapidos que o EOF). Neste caso, a desvantagem ¢ um tempo de analise
mais longo e picos assimétricos [117]. Para contornar esta limitagdo, ha a op¢ao de inversao do
sentido do EOF, como resultado, analises de anions [[teo + (+LLef)] muito mais rapidas e com a
obtengdo de picos simétricos sdo possivelis.

A primeira inversdo do EOF ocorreu a partir do uso de surfactantes cationicos, em 1956
por Fuerstenau [118]. Tensoativos catidnicos foram adicionados aos BGEs com a finalidade de

inversdo do EOF, os mais comuns sdo derivados de sais quaterndrios de amonio de cadeia longa
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como o brometo de cetiltrimetilamonio (CTAB, do inglés “cetyltrimethylammonium
bromide”). O processo de inversdao ocorre da seguinte forma, com a desprotonagdo dos grupos
silandis (pH > 3), a parede do capilar encontra-se carregada negativamente, ao adicionar o
inversor (surfactante catidnico), uma camada de semi-micelas é adsorvida fortemente a
superficie interna do capilar, carregando a parede com cargas positivas. As cargas positivas das
semi-micelas irdo atrair os anions do BGE de forma a estruturar a dupla camada elétrica que se
movera em dire¢do ao anodo (polo positivo) assim que o campo elétrico for acionado. A Figura

8 ilustra os trés mecanismos mencionados de separagdo de anions [117].

Figura 8. Ilustracdo dos possiveis mecanismos de separagdo de anions por eletroforese capilar sendo
(A) EOF e polaridade normal; (B) EOF normal e polaridade invertida e, (C) Inversdo de EOF e

polaridade invertida. FONTE: [117]
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A migragao das espécies em questao, quando na presen¢a do EOF, ndo serd dependente
apenas das suas proprias modalidades, pois as mesmas serdo somadas ou subtraidas a
modalidade do EOF. Portanto, o tempo (ti) que as espécies levam para percorrer um
comprimento de capilar efetivo (Lp) ¢ determinado pela sua velocidade aparente (vap), cOmo
definido na Equagdo 8, a qual pode ser calculada também pela soma das suas velocidades
eletroforéticas efetivas (ver) a velocidade do EOF (ve,), como demonstrada na Equagdo 9, sendo
que, se o EOF possuir o mesmo sentido de vef, 0 sinal sera positivo, € negativo se o EOF estiver

em sentido oposto [87,119].

. Lp
Equacdo 8 Vap=
T;
Equacdo 9 Vap = Vef £ Veo

A alta eficiéncia desse sistema esta vinculada ao perfil radial da veo, onde distancias

maiores que a definida pelo plano de cisalhamento, com Vo= 0, t€ém-se uma velocidade que

aumenta de forma acelerada até a distancia da espessura da camada difusa, apos essa distancia,
a velocidade assume um valor constante. Nos experimentos de eletromigragao em capilares, a
espessura da camada difusa ¢ muito menor que o raio do capilar, assim, o perfil de velocidade
radial aparece como linear, ou seja, o fluxo ¢ uniforme na se¢do transversal do capilar. Assim,
o EOF permite altas resolucdes, devido a menor dispersdo de banda em comparagdo as técnicas
que empregam pressdo para bombeamento de fluidos (Figura 9), onde existem tensdes de
cisalhamento entre as camadas adjacentes causando um perfil parabdlico da velocidade de

fluxo.
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Figura 9. Perfis dos fluxos eletrosmético, tipico de CE (a) e laminar, proprio de HPLC (b), e suas

correspondentes zonas de amostras. FONTE [116]:
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O desempenho do sistema CE pode ser afetado por alguns fatores, como [120]:

e pH do BGE: Influéncia direta na desprotonagao dos grupos silanois da parede interna
do capilar, assim afetando a magnitude do EOF. Também influencia diretamente a
mobilidade aparente de acidos e bases fracas.

e (Campo Elétrico: Intercede pela Ve, eficiéncia, resolugdo e temperatura; afeta
inversamente o tempo de analise.

e Forca i0nica: Interfere na estabilidade dos ions na dupla camada elétrica afetando
inversamente o { ¢ o EOF, devido a constrigdo da mesma; aumento de ions na solu¢ao
eleva o sinal da corrente e consequentemente um maior efeito Joule.

e Temperatura: Variagdo da viscosidade da solucdo influenciando o EOF e
comprometendo a repetibilidade do sistema.

e Surfactantes: Surfactantes anidnicos podem aumentar a ve, enquanto os surfactantes
catidnicos podem reduzir a veo, ou mesmo inverter o sentido do EOF.

e Polimeros neutros hidrofilicos: Aumentam a viscosidade e recobrem a parede do capilar

(redugdo de suas cargas), comprometendo o EOF.
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1.6.4 Fundamentos da introducio de amostras no sistema (hidrodinamica e eletrocinética)

A técnica de introdug@o da amostra se reflete na andlise quantitativa, pois ird influenciar a
reprodutibilidade da area do pico, ou a altura. Em CE, as amostras sao introduzidas a partir de
métodos eletrocinéticos ou hidrodinamicos. A introdu¢do da amostra de forma hidrodinamica
consiste na formagdo de um gradiente de pressdo estabelecido entre o reservatorio do eletrélito
e o capilar que pode ser formado por diferentes mecanismos: pressurizagdo ou vacuo em um
dos reservatorios de solucdo, ou por gravidade, sendo que o reservatorio de injecdo seja elevado
em relagdo ao outro, assim, a amostra serd introduzida por sifonagdo. Ja na injecao
eletrocinética € estabelecido um gradiente de potencial ao longo do comprimento do capilar por
um periodo de tempo conhecido [121].

A inje¢ao hidrodinamica ird introduzir no capilar uma aliquota que representa o soluto
encontrado na amostra, o volume de inje¢do (nL) ¢ influenciado pelo tempo de injecdo, as
dimensdes do capilar, viscosidade da solu¢cdo tampao e da diferenca de pressao estabelecida. O

volume de injecdo (Vinj) pode ser calculado através da Equagdo 10 [121].

APd* rt ini
Equacdo 10 vV =——
" 128 L

AP = pressao aplicada no capilar

d = diametro interno do capilar

tinj = tempo em que a pressao € aplicada
n = viscosidade da amostra

L = comprimento total do capilar.

Na injecdo eletrocinética, a quantidade de material injetado ¢ dependente da mobilidade

eletroforética do soluto, das condutividades da amostra e meio condutor, assim, como a
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magnitude do fluxo eletrosmotico, esse tipo de injecdo ¢ vantajoso quando utilizada em

amostras mais viscosas. A quantidade injetada (Q) pode ser calcula através da Equacao 11 [87].

( Hep + Mg, )VzrrZCt
L

inj

Equacdo 11 Q=

Hap = mobilidade aparente,

Ueo = mobilidade eletrosmotica.
V' = voltagem

r =raio interno do capilar

C = concentragao do analito

tinj = tempo de injecao

L = comprimento total do capilar.

Comparando os dois tipos de introdugdo, a hidrodindmica ocorre a partir da transferéncia
de volume, enquanto na introducao eletrocinética, a quantidade de amostra inserida no capilar
sera dependente da mobilidade eletrosmotica e dos ions ou espécies ionizaveis presentes, o que
pode acarretar numa discriminagao entre as espécies idnicas de maior ¢ menor mobilidade,
sendo um problema quando espécies de menor mobilidade possuem concentragdes proximas
ao limite de deteccdo. A introdugdo eletrocinética normalmente requer o uso de um padrao
interno para corrigir variacdes na injecdo de amostras, entretanto esse tipo de introdugdo ¢
preferivel quando se trata de andlise de amostras com matrizes complexas, ou seja, a
discriminac¢do de espécies inseridas no equipamento pode atuar como vantagem nesses casos

[87].
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1.7 Eletroforese Capilar: sistemas de detecciao

A escolha de um detector adequado deve partir de alguns critérios que influenciam a analise
como sensibilidade, seletividade, intervalo linear de concentra¢do ¢ ruido. O detector deve
fornecer uma resposta reprodutivel e associada a quantidade ou concentracdo do soluto
investigado.

A deteccao em CE ¢ um grande desafio, devido a pequena dimensao do capilar. Embora
para CE seja necessario um volume de amostra na escala de nanolitros, ndo se trata de uma
técnica de analise de “tracos”. Diante de um bom desempenho do sistema de deteccao € possivel
a determinacgdo das espécies de interesse em diferentes condi¢cdes de analise preservando uma
boa razao sinal-ruido (SNR, do inglés “signal-noise ratio”) e baixos limites de detec¢ao (LOD,
do inglés “limit of detection”) e quantificagdao (LOQ, do inglés “limit of quantitation™) [121].

A implementacao da técnica com novos sistemas de detecgdao € uma area de pesquisa com
um rapido avango tecnoldgico devido a facilidade de alguns detectores, geralmente os utilizados
em cromatografia liquida, em adaptarem a eletroforese capilar, nas quais pequenas
modificagdes nos detectores sdo suficientes para a acomodagdo do capilar de silica fundida
[122].

Os detectores podem ser universais ou seletivos, o sinal produzido por detectores universais
sera referente a diferenga entre alguma propriedade do soluto em relacio ao BGE. Assim, a
resposta do detector ndo dependera das caracteristicas do soluto, mas sim da diferenga entre as
caracteristicas do soluto e do BGE. Tem-se como detectores universais os de espectrometria de
massas e condutividade, como exemplo [121].

Detectores universais possuem a desvantagem de apresentarem uma menor sensibilidade e
intervalo dindmico, enquanto os detectores seletivos sdo mais sensiveis, pois medem uma

propriedade particular do soluto, sendo assim, uma detec¢do limitada aos solutos que possuem
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a referida propriedade. Tém-se como detectores especificos os fotodetectores (detecgdo direta),
e os detectores amperométricos, como exemplo. O uso de detectores especificos ¢ indicado em
casos onde a matriz da amostra é complexa. A Tabela 2 relaciona alguns sistemas de detecgao

utilizados em CE com seus respectivos limites de detecgdo.

Tabela 2. Faixa tipica de detectabilidade de sistemas de detec¢do em CE.

Modo de Deteccio (massa) / mols (concentracdo) / mol L!
Absor¢io no UV-vis 1012- 101 10°- 107
Fluorescéncia 1015 - 107 107 -10°
Fluorescéncia (laser) 1018 - 1020 107 - 10712
Amperometria 1018 - 10" 1010 - 10!
Condutividade 1015 - 1016 106 - 107
Espectrometria de Massas 101 - 107 10%- 107
UV, fluorescéncia e 10-100 vezes menor que _
amperometria (indireta) o modo direto

Adaptado de [121]

1.7.1 Detec¢ao espectrofotométrica UV-Vis

A deteccdo pela absor¢ao UV-Vis € 0 método mais utilizado em sistemas CE, sendo que
possui uma natureza de detecgdo seletiva, onde um comprimento de onda ¢ selecionado a partir
do grau de absortividade do analito de interesse. Quando o analito de interesse ndo ¢ um
cromoforo € possivel adicionar um croméforo no BGE o qual sera constantemente monitorado

e os analitos que ndo absorvem serdo detectados indiretamente. [123]
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A alta eficiéncia observada em CE, deve-se, em parte, a deteccdo direta no capilar.
Como a janela Optica esta diretamente no capilar, ndo ha alargamento da zona devido ao volume
morto ou mistura de componentes.

Em questdes de sensibilidade, o detector UV-vis € dependente do caminho dptico, onde
pode ser melhorado a partir do aumento do didmetro interno do capilar. Isso € possivel pois
com o aumento do caminho 6ptico ha uma elevacao do sinal analitico em relagao a determinada
concentragdo. Este tipo de abordagem ¢ limitado, pois com o aumento do diametro do capilar
ocorrerd aquecimento dentro do capilar. Em meio ao desafio foram criados capilares especiais
que sao usados para ampliar o caminho dptico sem aumentar seu raio interno. Trés dos projetos
sdo expostos a seguir:

e (élula Bolha: A Figura 10A ilustra a sessdo longitudinal de uma célula bolha, esse
capilar oferece um método exclusivo que estende o caminho 6ptico sem interferir na
eficiéncia de separacdo. Este tipo de capilar possui uma regido expandida (bolha) com
resisténcia elétrica reduzida (diminui¢do do campo elétrico na regido) localizada
somente na regiao de detec¢do. Com o volume expandido da bolha a zona ao entrar
nessa regido tem sua velocidade reduzida e a zona se concentra. A medida que a zona
da amostra se expande radialmente para preencher o aumento do volume, ela se contrai
longitudinalmente, por fim a concentracdo da amostra permanece constante, mas o
comprimento do caminho aumenta. Este tipo de capilar pode gerar um aumento de 3
vezes no sinal em relagdo ao capilar normal, além de um menor LOD e maior faixa
linear de detecgao.

e (Célula tipo “Z”: Na Figura 10C ¢ ilustrado outro tipo de célula que amplia o
comprimento do caminho optico. Neste design, o capilar € dobrado em formade Z e a

parte transversal € utilizada como célula 6ptica. A desvantagem deste tipo de capilar ¢
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a perda da radiag@o que escapa ou fica presa na silica fundida enquanto a parte restante
¢ transmitida através da solugao.

e (C¢lula tipo “Z” com alta sensibilidade: As desvantagens acopladas a célula de fluxo
tipo “Z” sdo removidas em um design celular ilustrado na Figura 10B. Esta
configuragdo incorpora um corpo de silica fundida com janelas flanqueadoras planas
e uma cé¢lula de silica fundida preta que reduz a luz dispersa. Seu caminho 6ptico tem
um comprimento de 1,2 mm (chegando a 8 vezes maior que uma célula de bolha),

portanto, mais sensivel [121].

Figura 10. Desenhos de células de fluxo em seu eixo longitudinal. A = célula de bolha; B = célula de

alta sensibilidade; C = célula Z. FONTE: [121]
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A deteccdo por UV-Vis possui outras limitagdes como a de ndo detectar espécies nao
cromoforas, sendo necessario a derivatizacao, especialmente quando se trata de ions metalicos,
0s quais sdo muito comuns como co-ions em medicamentos € que ndo absorvem na regido do
espectro UV-Vis. Neste caso, o uso de deteccdo UV-Vis indireta apresenta limitagdes em
funcdo do pH (precipitacdo de ions metalicos em pHs elevados) necessario para a manutengao

da estabilidade do croméforo adicionado ao BGE [124].
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1.7.2 Detec¢ao por fluorescéncia

Quando uma substancia é exposta a radiagcdes UV, raios X ou catddicos, a mesma pode
absorver essa radiacdo e, posteriormente, emitir em forma de luz. Porém, nem toda energia
absorvida ¢ emitida, pois pode ser transformada em energia cinética provocando colisdes entre
as moléculas excitadas e as moléculas do solvente, esse fenomeno ¢ conhecido como relaxagao
ndo radiativa. O sistema de detec¢do por fluorescéncia € favorecido para moléculas rigidas, pois
essa rigidez diminui a velocidade de relaxagcdo ndo radiativa ao ponto que a relaxagdo por
fluorescéncia tenha tempo de ocorrer [121].

Compostos que ndo apresentam luminescéncia intrinseca podem ser levados a fluorescer
ou fosforescer a partir de diversas reagdes que alteram a estrutura da molécula e,
consequentemente, as propriedades fisico-quimicas destes compostos, obtendo assim um
derivado luminescente (derivatizacdo), esta técnica ¢ amplamente utilizada em métodos
analiticos baseados na fluorescéncia. [125-128]. A detec¢do sem derivatizacao também ¢é
possivel, pois a deteccao indireta pode ocorrer a partir da inclusdo de uma substancia
fluorescente ao BGE, todavia, a sensibilidade sera menor.

O detector fluorimétrico ¢ mais sensivel que um detector espectrofotométrico, isso &
possivel pois as fontes para fluorescéncia sao mais potentes (10 a 1000 vezes), e a detecgao da
emissao de uma pequena quantidade de luz ¢ mais facil do que a detec¢do da absorcao. A
fluorescéncia induzida por laser ¢ um tipo de deteccdo utilizado em CE, no qual um laser ¢
empregado como fonte de excitacdo. A desvantagem da pequena escala de volume em CE
(menor caminho Optico) pode ser neutralizada por um aumento na intensidade da luz de
excitacdo na janela de detecgdo e/ou a partir da aplicacdo de células com um volume expandido

(bolha e célula de alta sensibilidade) [121,129].
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1.7.3 Deteccao Amperométrica (AD)

O sistema de deteccdo amperométrica (AD, do inglés “amperometric detection’)
consiste na aplicacdo de um potencial constante em um microeletrodo de trabalho, sendo que a
configuragdo pode ser composta por trés ou dois eletrodos. O local de posicionamento deste
detector no sistema CE ¢ de grande importancia, pois o potencial aplicado para gerar o campo
elétrico usado na separagdao em CE pode interferir na corrente detectada no eletrodo de trabalho
[130].

A AD ¢ bem sensivel, sendo que trabalhos que buscam melhorar este requisito sao
facilmente encontrados na literatura, como o de Chen e colaboradores [131]. Neste trabalho, os
autores demostram que ¢ possivel diminuir o LOD de analitos que possuam reagdes reversiveis,
através de ciclos de oxidagao e redugado, ou seja, para a mesma molécula de analito, a corrente
¢ medida varias vezes, aumentando o sinal analitico [100].

Umas das principais areas de aplicacdo da AD ¢ a determinagdo de compostos
biolégicos [132], farmacos [133] e de interesse ambiental [ 134]. AD pode ser util em separagdes
eletroforéticas em meio ndo aquoso, pois a maioria dos solventes utilizados absorve fortemente

na regido do UV, o que perturba as medidas fotométricas.

1.7.4 Deteccao por espectrometria de massas (MS)

A espectrometria de massas (MS, do inglés “mass spectrometry’’) € um tipo de deteccao
comumente utilizada na elucida¢do de compostos desconhecidos e quantificagdo de compostos
conhecidos. Quando acoplada a CE, uma juncao das vantagens de ambas as técnicas podem ser
aproveitadas, como resolucao e eficiéncia da CE e a universalidade e sensibilidade do MS. No

sistema CE-MS/ MS, os analitos com pequenas variagdes no tempo de migragdo ou até mesmo
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que migram com mesma velocidade, podem ser diferenciados e adequadamente quantificados,
assim, a inclusdo deste detector a CE vem ganhando cada vez mais espago na quimica analitica
[89].

Basicamente o espectrOmetro de massas ¢ composto por uma fonte de ioniza¢ao, onde
as amostras s3o convertidas em ions e transferidos para a fase gasosa, um analisador de massas
(relacdo carga/massa) destes ions e um detector [135].

A interface entre CE e MS comumente utilizada ¢ o eletrospray (ESI, do inglés
"electrospray ionization"), este tipo de interface elimina as moléculas nio ionizaveis. O ESI
envolve a producao de ions através da formagao de um spray de solugao contendo o analito em
um campo elétrico, o qual € responsavel em manter as moléculas no caminho sem ocorrer
perdas. O eletrospray cria goticulas carregadas através de um processo de nebulizagao, a medida
que as goticulas entram na fonte de ions, o solvente ¢ removido diminuindo gradativamente o

tamanho da goticula até que sobrem os ions livres do solvente [135].

1.7.5 Deteccio Condutométrica (CD)

Detectores condutométricos para CE foram inspirados nos dispositivos utilizados em
cromatografia e isotacoforese. Mikkers e colaboradores usaram as flutuacdes do gradiente de
potencial no interior da coluna, que ¢ um modo de detec¢ao condutométrica [136]. Em 1985 foi
demonstrada a utilidade desse detector a sistemas CZE [137], onde as zonas eram exibidas com
o auxilio de detectores condutométricos.

No método condutométrico convencional (com contato), a adaptacdo do detector no
capilar geralmente ¢ complexa, sendo necessario, geralmente, a realizagdo de perfuragdes do

capilar com laser de CO> para posicionar os dois eletrodos que compdem o detector. Os
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eletrodos da célula condutométrica formam um capacitor e a solugdo atua como uma resisténcia

onde o valor ¢ dependente de sua condutividade elétrica [97].

1.7.5.1 Detec¢io condutométrica sem contato capacitivamente acoplada (C*D)

A deteccdo condutométrica sem contato (CDD), ou deteccdo oscilométrica, tém se
mostrado uma alternativa vantajosa a deteccdo condutométrica convencional (com contato).
Em um CDD como a reatancia capacitiva diminui com o aumento da frequéncia, a impedancia
do capilar ¢ reduzida, permitindo que as oscilagdes de condutividade da solucdo interna do
capilar sejam monitoradas mesmo que os eletrodos estejam instalados do lado externo do
capilar [100].

A detec¢io condutométrica sem contato capacitivamente acoplada (C*D do inglés,
capacitively coupled contactless conductivity detection), foi utilizada para técnicas de
eletromigracao no inicio dos anos 80 para a determinagao isotacoforética de ions [138].

Em 1998, dois trabalhos independentes, um publicado por Zemann [139] e
colaboradores e outro por Fracassi da Silva e do Lago [140] propuseram a utilizagdo do C*D
como deteccao para CE. Desde entdo esse detector se tornou alvo de inovagao e exploracao.

O sistema de deteccao, de 1998, possui uma configuragdo com dois eletrodos tubulares,
que circundam o capilar de separagdo, sdo posicionados paralelamente ao longo do eixo do
capilar, sendo que o espaco entre os eletrodos (1 a 2 mm de comprimento) define o volume de
deteccdo. O sinal senoidal ¢ aplicado a um dos eletrodos, o outro eletrodo estd conectado a
entrada de um conversor corrente-tensdo, portanto, a corrente que ¢ detectada entre os dois
eletrodos ¢ proporcional a condutividade da solugdo que flui no interior do capilar, ao passar
pelo segundo eletrodo esta corrente ¢ convertida em tensdo. A tensdo ¢ retificada, ou seja, a

tensdo ¢ transformada em corrente continua mantendo apenas um semiciclo da onda senoidal
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do sinal. Ao final, o sinal é amplificado, compensando a linha base. A melhor frequéncia de
operacao pode ser otimizada, dependendo da dimensdo do capilar e dos eletrodos, bem como a
qualidade das pecas eletronicas utilizadas. Este detector utiliza um conversor digital-analégico
(CAD) de 12 bits de resolugao.

Em 2009, Francisco e do Lago [141] propuseram um modelo C*D mais compacto e de
alta resolu¢do em comparagdo ao anterior. Este modelo foi utilizado nos procedimentos
descritos neste trabalho.

Nesta versdo, a frequéncia e a amplitude foram otimizadas e fixadas para uma melhor
performance, por uma questao de simplicidade, robustez e compacidade. Os valores de
frequéncia e amplitude foram fixados com base no uso de eletrodos de 2 mm, espacados por
0,51 mm e capilares com didmetro interno de 20 pm para 100 um preenchido com eletrodlitos
tipicos usados em CE. Para compensar a falta de flexibilidade na mudanca das condigdes
operacionais que permitem otimizar o sinal, o foco deste detector ¢ a redugdo do ruido, ja que
a caracteristica mais desejada em um sensor ndo ¢ a intensidade do sinal, mas a relagdo sinal-
ruido. Nas versOes anteriores, um retificador de meia onda foi usado, neste circuito, um
retificador de onda completa foi implementado, dobrando o sinal na entrada do conversor. O
conversor digital-analogico neste detector € de 22 bits de resolugdao, maior que a resolugdo de
12 ou 16 bits comumente utilizada em outras implementagdes. A vantagem do conversor
digital-analégico ¢ a eliminacdo do sistema de compensacdo de linha base, uma das
caracteristicas mais importantes deste detector. Para assimilar essa vantagem deve ter em mente
que o sinal analitico ¢ apenas uma pequena varia¢do de corrente em uma alta corrente de linha
base, essa condutividade ¢ gerada pela base da solucdo, pelo sinal transmitido da silica,
poliimida, ar e deslocamento de tensdo dos amplificadores operacionais, assim a estratégia para
minimizar esse efeito € usar um sistema de compensagao eletronica . No presente circuito nao

hé a adicdo de um sistema de compensacdo de linha base por hardware, pois o conversor digital-
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analogico de 21 bits detecta variacdes de 1 parte em 2.097.152. Assim, a abordagem adotada
converte o sinal bruto em um valor digital que pode ser interpretado e realizada a subtragdo da
linha base por software [141].

A detecciio por C*D possui vantagens como a possibilidade de detecgio rapida e
simultdnea de ions metalicos com LOD na ordem de pmol L™!. O seu custo é reduzido em
relacdo a construcdo e manutencdo, € por ndo entrar em contato com a solucdo previne a
contaminacdo ¢ o desgaste dos eletrodos, além de omitir a interferéncia do campo elétrico
aplicado nas separacdes por CE, tendo uma melhor resposta analitica e robustez.

C*D é uma opcdo de grande potencial para analitos que niio absorvem no UV-Vis, por
se tratar de um detector universal, com o beneficio adicional de ndo requerer a abertura de
janelas no capilar, elevando a sua durabilidade e facilitando o seu manuseio [98,100].

Como a corrente medida ¢ uma propriedade da solugao, nenhuma seletividade ¢
encontrada neste tipo de deteccdo, sendo, de certa forma, uma vantagem quando aplicada as
técnicas de separagdo (detector universal). O mecanismo de deteccdo C*D ocorre a partir da
substituicdo do co-ion presente no BGE pelo ion a ser analisado. Por exemplo, quando a
mobilidade (p) do analito for maior que a do co-ion do BGE havera um aumento da
condutividade na regido do capilar e o detector ¢ sensibilizado, obtendo o registro de um pico
positivo no eletroferograma. J4 quando o co-ion do BGE apresentar maior mobilidade que o
ion do analito, o resultado serd um pico negativo no eletroferograma, este esquema pode ser
observado na Figura 11. Quanto maior for a diferenca de mobilidade do BGE em relagdo ao
analito, maior serd a sensibilidade do detector, por isso o BGE possui papel fundamental na
sensibilidade das espécies de interesse. O grande pico que € observado nos eletroferogramas,
(na Figura 22, por exemplo) com detec¢do por C*D, se refere a deteccdo da agua juntamente

com outras espécies neutras que co-migraram. A dgua, em geral, tem uma menor mobilidade
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do que a mobilidade de qualquer BGE utilizado, justificando o sinal do pico ser geralmente

negativo [119].

Figura 11. Esquema do sistema de detecgo C*D com a representagio de um eletroferograma de analitos
com mobilidades diferentes. E1 e E2 s@o os dois eletrodos do sistema de deteccdo. FONTE: proprio

autor.
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A quantidade de estudos e aplicacdes realizadas utilizando o C*D acoplado a
plataformas de eletroforese microfluidica esta aumentando, caracterizadas pelo progresso em
termos de melhoria nas células de deteccdo, geometria celular, alinhamento de eletrodos e
estratégias de separagdo envolvendo este detector. Dispositivos com eletrodos tubulares ¢é
comumente utilizado para capilares convencionais, porém nao adequada para aplicagdes em
eletroforese com microchips (MCE), portanto sdo empregados eletrodos planos, os quais
possuem um processo de fabricagdo mais facil e compativel. A desvantagem de eletrodos planos
¢ a capacitancia de acoplamento, a qual ¢ inferior a dos capilares convencionais. Do mesmo

modo, a blindagem eficaz entre os eletrodos também ¢ dificil e por estas razoes, a presenga de
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um sinal de fundo significativo estd normalmente presente no microchip, o que influencia de

forma adversa no sinal-ruido do composto [130].

1.8 Analises rapidas por CE

Estudos dentro da quimica analitica, voltados para a determinac¢ao de compostos, tinham
como prioridade o desenvolvimento de métodos que priorizam a seletividade e a sensibilidade,
as vezes afetando o tempo de andlise, prejudicando a frequéncia analitica. Atualmente esse
padrao vem sendo abandonado, pois a demanda mudou, tornando necessario o desenvolvimento
de métodos rapidos e confidveis para serem ambientalmente amigaveis (menor gasto de
energia) e para suprir a conveniéncia de reproduzir varias andlises de rotina em um curto
periodo de tempo.

Neste cenario, a técnica de separacao CE, que ¢ caracterizada por analises rapidas, pode
tornar-se mais rapida através de diferentes estratégias: uso de instrumentos com varios
capilares, onde ¢ possivel realizar separacdes de varias amostras simultaneamente [142], ou o
uso de capilares com comprimento reduzido, sendo uma opgao barata e de facil manipulagao
[143]. A redugdo do comprimento do capilar, ou o aumento do potencial aplicado,
proporcionam redugdes significativas nos tempos de migragao das espécies (tm), como ¢
demonstrado na Equacao 12, onde (1) € o comprimento efetivo do capilar, (L) é o comprimento
total do capilar e (E) € o potencial aplicado.

_ lL
E (tept Ueo)

L
Equagdo 12 m
A CE acoplada a detectores C*D vem sendo utilizada para a criagio de métodos com
alta frequéncia analitica. Na andlise de fArmacos s@o encontrados trabalhos como determinagao
de diclofenaco e seus contra-ions mais comuns [144], de escapolamina, orfenadrina, cafeina,

dipirona e 4cido ascorbico [78], de difenidramina, piridoxina e 8-cloroteofilina [145] e de
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codeina ¢ diclofenaco [146] ambos os trabalhos em menos de 1 min. Além da determinagao de
farmacos ¢ possivel encontrar diversos trabalhos utilizando CE- C*D na analise de outros tipos
de analitos em matrizes diferentes com o foco em analises rapidas, como determinagdo de
metais em biodiesel [147], dois grupos de drogas, sendo 8 em uma corrida ¢ 5 em outra [143]
ambas em 1 min, 9 acidos graxos em 16 min [148] e 22 compostos organicos e inorganicos em

menos de 3 minutos [149] .
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2  OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Desenvolvimento de métodos para analise ultra-rapida (menos de 1 min) e simultanea de
principios ativos presentes em medicamentos empregando a técnica de CE-C*D. Dois
medicamentos com as composigoes listadas abaixo serdo focos do trabalho:
e Amonio e difenidramina,

e Arginina, 4cido ascorbico e aspartato.

2.2 Objetivos Especificos

O presente trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de dois métodos exatos e
precisos, os quais serdo otimizados e validados, obtendo assim um método para determinagao
de amonio e difenidramina, outro para arginina, acido ascoérbico e aspartato, ambos rapidos (
menos de 1 min), com custo reduzido, sem necessidade de preparo de amostras e empregando

a técnica CE-C*D.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Reagentes e Amostras

Todos os reagentes utilizados nos estudos sdo de grau analitico. Os reagentes 3- [[2-Hidroxi-
1,1bis(hidroximetil)etil]Jamino]-1-propanossulfonico (TAPS), cloridrato de difenidramina e
trietilamina foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, Estados Unidos). Acido 2-
(morfolin-4-il)etano-1-sulfonico (MES), acido ascorbico e metanol foram adquiridos da Vetec
(Duque de Caxias, Brasil), cloreto de amonio foi obtido pela empresa Cinética Quimica (Sao
Paulo, Brasil). O hidroxido de litio foi adquirido da Riedel-deHaén (Seelze, Alemanha) e
hidroxido de so6dio pela Dinamica (Diadema, Brasil). Arginina foi adquirido na ExataVet
(Uberlandia, Brasil), acido aspartico da empresa Synth (Diadema, Brasil). A dgua deionizada
(18 MQ cm™) foi obtida em um sistema de purifica¢io Direct-Q-System (Millipore, Bedford,
MA).Acetonitrila e acido fosforico foram adquiridos da Merck (Darmstadt, Alemanha) e
utilizados como fase movel nas andlises cromatograficas. Todos os reagentes utilizados
apresentavam grau de pureza (P. A.) superiores a 98%, com excecao do acido fosforico (85 %).

As amostras farmacéuticas comerciais contendo NH4" + DIP ¢ ARG + ASC + ASP
foram adquiridas em drogarias locais. No procedimento de preparo das amostras, oito
comprimidos de cada amostra foram pesados e em seguida macerados a um po6 fino e
homogéneo, todas amostras trabalhadas apresentaram alta solubilidade em dgua. As solugdes
estoque de padrdes e amostras foram preparadas diariamente antes das analises, através da
dissolucdo em 4gua deionizada, agitacdo e sonicacdo durante 10 minutos em um banho
ultrassom e por fim filtradas por um filtro de membrana (tamanho de poro de 0,45 pm) antes

da analise no sistema CE-C*D.
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3.2. Instrumentacio para determinacio de firmacos por CE-C*‘D

Todas as analises foram realizadas através de um equipamento de eletroforese capilar
com detec¢do C*D construido no laboratério do Prof. Claudimir Licio do Lago do Instituto de
Quimica da Universidade de Sao Paulo (USP) [140,141]. O equipamento ¢ composto por dois
detectores condutométricos sem contato de alta resolucdo acoplados capacitivamente, dois
reservatorios, com capacidade pra 1 mL, fonte de alta tensdo bipolar com capacidade maxima
de 30 kV e um sistema de controle de temperatura. Imagens do equipamento usado nos
trabalhos realizados e o esquema de funcionamento do sistema de CE sdo apresentados nas

Figuras 12 e 13, respectivamente.

Figura 12. Imagem do equipamento de CE usado nos estudos.
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Figura 13. Esquema do sistema CE e modo de inje¢do hidrodindmica (pressdo positiva) usado nesse
trabalho. FONTE: [120]
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A versio utilizada, em todos os experimentos, do C*D, ndo possui partes moveis, como
potenciometros e conectores, sendo assim, o detector ¢ compacto e robusto. Um oscilador,
trabalhando na frequéncia de 1,1 MHz, foi otimizado para uso de capilares com didmetro
interno no intervalo de 20 até¢ 100 um. O sinal do oscilador ¢ do tipo senoidal e sua amplitude

¢ de 4 Vpp [141].

A introdugdo das solucdes padrao ou amostra foram realizadas a partir da aplicagdo da
pressao positiva fixa (25 kPa) na extremidade direita do equipamento (detector 1).
Sucessivamente, a partir da aplicagdo de uma diferenca de potencial, as espécies em analise
migram em dire¢do ao detector (processo de separacdo). O equipamento possui dois detectores,
um localizado a 10 cm de uma extremidade (detector 1) e outro a 10 cm da outra extremidade
(detector 2). O capilar de silica fundida utilizado em todos os trabalhos tinha 50 cm de

comprimento, 50 pm de diametro interno e 375 um de didmetro externo (Agilent, Folsom, CA,
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EUA). Portanto as espécies percorrem 10 cm da coluna para chegar até o primeiro detector e
40 cm até o segundo detector. Sendo, comprimentos efetivos de coluna de 10 e 40 cm.

Antes da execugdo dos experimentos os capilares foram pré-condicionados diariamente
por lavagem com NaOH 0,1 mol L' em um intervalo de 15 minutos, em seguida com 4gua
deionizada durante 10 minutos e, finalmente, com BGE aplicado nas analises durante 10
minutos. No final de cada experimento o capilar era lavado com agua deionizada durante 10
minutos. As amostras foram injetadas hidrodinamicamente a uma pressao constante de 25 kPa.
O equipamento de CE contém uma fonte de alta tensdao bipolar com capacidade maxima de 30
kV. No entanto, o potencial maximo aplicado com segurancga era de 25 kV. Fugas de alta tensao
foram observadas em potenciais maiores. Nao foi necessario o precondicionamento do capilar

entre as corridas.

3.2.1 Otimizacio das condi¢des de determinacio de NH4" e DIP

Inicialmente, sete composi¢des de BGE foram testadas a fim de incorporar diferentes
valores de forga i6nica e distintas capacidades tamponantes, buscando o melhor desempenho,
sendo eles:

- BGE-1: MES/HIS;

- BGE-2: TRIS/TAPS;

- BGE-3: TEA/acido oxalico;

- BGE-4: CHES/ NaOH;

- BGE-5: acido borico/ NaOH;

- BGE-6: MES/NaOH ;

- BGE-7: MES/LiOH ;

Foram realizados experimentos de otimizagdo, como:
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- Concentragio do tampdo (10-50 mmol L);

- Tempo de injecao (0,5 — 2,0s);

- Potencial de separacdo (15-25kV);

- Temperatura (20-30°C).

A solucdo do BGE considerada ideal foi preparada diariamente em um volume de 10mL,

sendo utilizado normalmente apenas 3mL da solucao estoque.

3.2.2 Otimizacao das condicoes de determinacdo de ARG, ASC e ASP

Assim como na determinagio de NH4" e DIP, o primeiro estudo realizado para a
determinacdo simultanea de ARG, ASC e ASP foi a escolha do BGE, onde testou-se 6
composi¢oes de BGE com valores de forca idonica e capacidades tamponantes distintas,
buscando o melhor desempenho, sendo eles:

- BGE-1: MES/HIS;;

- BGE-2: TRIS/TAPS (pH=8,3);

- BGE-4: B — alanina/ NaOH;

- BGE-5: acido boérico/ NaOH;

- BGE-6: TAPS/ NaOH;

- BGE-7: TAPS/ KOH;

Foram realizados experimentos de otimizagdo, como:

- pH do BGE (8,1-9,0);

- Concentracdo do BGE (10-30 mmol L);

- Tempo de injegdo (0,5 — 2,0s);

- Potencial de separacdo (15-25kV);

- Temperatura (20-30°C).
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A solu¢do do BGE considerado ideal foi preparada diariamente em um volume de 10mL,
sendo utilizado normalmente apenas 3mL da solucdo estoque.

Excipientes normalmente encontrados nas amostras comerciais (sacarina, carbonato e

acido tartarico) foram testados com a finalidade de verificagdo destes serem potenciais

interferentes, para garantir que independente da matriz encontrada o método sera eficiente na

determinacdo de ARG, ASC e ASP.

3.23 Metodologias de determinac¢io de DIP e ARG por HPLC

Os procedimentos de comparacao para a determinagdo das espécies foram baseados
em cromatografia liquida. As medigdes foram realizadas com um cromatdgrafo Shimadzu LC-
10 VP equipado com um detector UV-vis (SPD-10AV), uma coluna LC (Phenomenex 110A,
Gemini-C18, 250 mm x 4,6 mm, 5 um), um injetor manual (20 pL) e uma bomba (LC-10AD-
VP).

Para DIP a fase movel foi composta por metanol e 0,01 mol L™ de H;PO4 (45:55,
v/v, respectivamente), com valor de pH ajustado para pH 7,0 com trietilamina e uma vazao de
1,0 mL min™'. A deteccdo foi realizada a 210 nm. Estas condi¢des foram utilizadas na analise
de trés amostras de marcas distintas e foram adaptadas de [42].

Para ARG o experimento realizado foi adaptado de [64], no qual a fase movel foi
composta por acetonitrila e 0,02 mol L' de H3PO4 (59:41, v/v, respectivamente), com valor de
pH ajustado para pH 3,0 com KOH e uma vazdo de 0,8 mL min™'. A detecgdo foi realizada a
210 nm. Estas condi¢des foram utilizadas na determinagao do teor de ARG em trés amostras de

marcas distintas.
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3.3 Metodologias de determinacio de NH4*, ASC e ASP por titulacio

A determinagdo de NHs © foi baseada no método de Kjeldahl para determinagdo de
nitrogénio total . Um sistema de destilagdo foi montado, no qual a amostra foi adicionada em
um baldo de fundo redondo. Uma solucdo de 60 mL de NaOH a 50% (m/v) foi adicionada ao
baldao, com o sistema vedado, a mistura de NaOH e amostra foi levada a fervura e destilagao a
uma velocidade de aquecimento constante, até que o volume remanescente seja igual a metade
ou um ter¢o do volume original. Neste processo o NH4" é convertido a NH3 devido a adigdo do
NaOH, a amdnia produzida reage com o HCI (em excesso) no frasco coletor. O excesso de HCI
¢ titulado com NaOH, utilizando como indicador a fenoftaleina, e 0 amonio ¢ quantificado de
forma indireta. Estas condi¢des foram adaptadas do método Kjeldahl, encontrado na
farmacopeia brasileira [38].

A Todometria foi o método de comparagao utilizado na determinagdo do teor de ASC
nas trés amostras, o procedimento foi realizado fielmente de acordo com a farmacopeia
brasileira [53].

Para comparagao, o teor de ASP nas trés amostras foi determinado a partir da titulagao
acido-base, onde o analito foi titulado com NaOH, o procedimento foi realizado da forma
descrita em [74] .

Em todas as titulacOes realizadas foram adicionadas nas amostras concentracoes de
padrdes dos outros compostos presentes na amostra. Este ensaio tem a finalidade de garantir
que os resultados obtidos ndo foram comprometidos devido a presenca de outras espécies na
amostra, ja que os métodos de comparacdo determinam o teor do analito de interesse, mas nao

consideram o tipo de matriz o qual a espécie estd inserida.
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3.4 Validacgdo dos parametros analiticos do método proposto

3.4.1 Limite de deteccio e quantificacio

De acordo com a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC) [150] o
limite de detecgcao (LOD), expresso como concentracdo, ou quantidade, ¢ derivado da menor
medida detectavel com razoéavel certeza para um determinado procedimento analitico. Em
outras palavras, ¢ a quantidade minima, em concentracao, de um analito que produza um sinal
analitico de trés vezes maior que o sinal da auséncia total de analitos (branco). Ou seja, o valor
de concentragdo mais baixa possivel em que o analitos conseguem ser distinguidos do ruido do
branco com confianga, € na qual a sua detec¢do € praticavel.

O LOD, convencionalmente, ¢ calculado por medidas em replicatas (n=10) de uma
calibragdo utilizando como o sinal analitico do ruido ou de um branco de amostra. Portanto, o
LOD pode ser avaliado com base em parametros matematicos pela triplicata do quociente entre
o desvio padrao do branco e pela inclinagdo da curva analitica, representados pela equagao
(3SB/b), na qual, SB ¢ o desvio padrao das 10 medidas do branco, e o b ¢ a inclinagdo
(sensibilidade) da curva analitica. A desvantagem desse modo de se obter o LOD ¢
fundamentada na falta de evidéncia objetiva que prove que aquela concentracdo resultante do

calculo ir4 realmente gerar um sinal analitico no sistema, que seja distinguivel do ruido [151].

Outra forma para determinar o valor de LOD ¢ a partir de injecdes de solugdes
contendo os analitos de interesse, utilizando concentragdes cada vez mais baixas, em uma
diluicdo progressiva, até que ndo haja distingdo entre o pico do analito e o ruido de fundo
[152,153], esta forma foi a utilizada para calcular os valores de LOD e LOQ. A vantagem dessa

abordagem sdo os dados obtidos que podem ser comparados a resultados provenientes das
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baixas concentragdes dos padrdes, e determinar, quais valores de concentragdo de analito sdo

necessarios para se distinguir da linha base e concluir se o analito est4 presente ou nao.

3.4.2 Precisao (repetibilidade)

Os estudos de repetibilidade analisam se o método apresenta uma boa estabilidade
(precisdo) a partir dos desvios padrdes relativos (RSD), que sdo calculados a partir da seguinte

equacao:

RSD =2

Pl

Sendo: s: desvio padrao absoluto

X: média dos sinais analiticos

O teste intra dias foi feito a partir de 10 injegdes sucessivas no mesmo dia, mesmo
equipamento € o mesmo analista. O teste inter dias foi feito a partir de 3 injecoes em dias

distintos com 0 mesmo equipamento € 0 mesmo analista.

3.4.3 Exatidao (ensaios de recuperacio)

A fim de avaliar a exatiddo dos métodos propostos, testes de adicdo e recuperagao
usando amostras farmacéuticas também foram realizados. Neste estudo, as amostras foram

diluidas adequadamente e analisadas sem e com a adi¢do do padrao.

Os resultados obtidos nos estudos de adi¢@o e recuperacgao foram calculados a partir da
seguinte equacao:

% de reCllpera(;ﬁo = [Cﬁnal - Camostra]/ Cadicionada X 100
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Sendo: Crinai: Concentracao analisada na amostra ap6s a adi¢do do padrdo do farmaco;
Camostra: Concentragdo original dos principios ativos na amostra;

Cadicionada: Concentracdo adicionada de farmacos (principios ativos) na amostra.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Determinacido simultinea de DIP e NH4"

O BGE e sua composicao possuem uma grande influéncia na sensibilidade e eficiéncia
de separacdo. As mobilidades eletroforéticas de NH4" e DIP no capilar serdo dependentes do
pH da solucao, uma vez que ambas as moléculas possuem carater basico fraco. Em solugdes
com pH abaixo de seus respectivos pKas, as espécies estardo carregadas positivamente e a

separagao e determinacao sera possivel por CZE.

NH4" e DIP tém valores de pKa semelhantes e sdo estimados em 9,3 [154] e 8,8 [5],
respectivamente. Assim, a predominancia da forma cationica de ambas as espécies € observada

em solugdes com valores de pH inferiores a 9, como ¢ ilustrado na Figura 13.

Figura 14. Estruturas moleculares com valores de pKa do NH4" e DIP e suas respectivas curvas da

relagdo de carga versus pH.
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A estratégia tracada para a determinacio simultinea dos dois compostos por CE-C*D
se iniciou com a escolha da composi¢ao do BGE que: (i) garantisse a manuten¢ao do pH em
valor constante para que a mobilidade das espécies em analise se mantenham constantes; (ii)
apresentasse mobilidade (condutividade) diferente das espécies em analise para que a detecgdo
seja possivel. Simulagdes empregando o software Peakmaster foram realizadas para estimar
quais BGEs apresentariam potencial para separacao e deteccdo dos compostos alvos deste
estudo [155]. A avaliagdo do BGE visou uma ampla faixa linear de trabalho, ja que nas amostras
farmacéuticas, a DIP se apresenta em uma propor¢do 50 vezes menor que o NHs" (m/m).

A Figura 15 ilustra a influéncia de diferentes BGE’s na separagéo e detec¢do de NH4"
e DIP. Na condi¢dio 15.5, 0 BGE composto por 20 mmol L' de 4cido borico com pH ajustado
em 8,5 com NaOH, apresentou a melhor sensibilidade para DIP, todavia, o pico do NH4" se
mostrou muito proximo a um pico de sistema, o qual poderia interferir no desempenho do
método. A condi¢do 15.4 (BGE =20 mmol L' CHES + NaOH até pH=8,5) apresentou um pico
deformado para DIF e sensibilidade menor para o NHs". Na condi¢do 15.3 (BGE = 12
mmol L' Trieta/ 1.8 mmol L 4cido oxalico; pH=8,6), a resolugdio entre os picos de NH4" e
Na"® é pequena (r = 1,1), o que poderia ser um problema na analises de amostras devido a
presenca de NH4" em altas concentragdes. A condi¢do 15.2 (BGE = 10 mmol L™ TRIS/ 10
mmol L TAPS) ndo apresentou pico para a DIF (mobilidade do BGE similar a da DIF).
Finalmente, na condi¢do 15.1 (BGE = 20 mmol L' MES e 20 mmol L' de HIS; pH = 6)
apresentou boa detectabilidade para DIP (pico bem definido) e resolugdo maior entre NH4" e

Na" (excipiente inativo).
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Figura 15. Eletroferogramas obtidos a partir da inje¢do de uma solugido padrdo contendo NH4", Na' e
DIP (0,5 mmol L' cada) nos seguintes BGE’s: (1) 20 mmol L' MES/ 20 mmol L' HIS (pH=6,0); (2) 10
mmol L' TRIS/ 10 mmol L' TAPS (pH=8,4); (3) 12 mmol L' TEA/ 1.8 mmol L' acido oxélico
(pH=8,6); (4) 20 mmol L' CHES + NaOH (pH=8,5); (5) 20 mmol L 4cido bérico + NaOH (pH=8,5).
Demais condigdes: EOF normal; potencial aplicado: +25 kV (lado da injecdo), comprimento total e
efetivo do capilar: 50 e 10 cm, respectivamente; inje¢do hidrodindmica: 25 kPa por 1,0 s, diametro

interno do capilar: 50 pm.
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No estudo seguinte, o BGE que apresentou o melhor desempenho foi testado na
andlise de uma solucdo amostra e de uma solucao padrdo de composicao similar a amostra. A
Figura 16 mostra os eletroferogramas obtidos com a injecdo de ambas as solugdes (amostra e

padrao).
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Figura 16. Eletroferogramas obtidos a partir da injecdo de uma solugio padrdo e amostra contendo NH4"
(20 mmol L"), DIP (0,8 mmol L") e Na™ (0,4 mmol L"). BGE: 20 mmol L' MES/ 20 mmol L™ HIS
(pH=6,0). Demais condi¢des: EOF normal; potencial aplicado: +25 kV (lado da inje¢do), comprimento
total e efetivo do capilar: 50 e 10 cm, respectivamente; inje¢ao hidrodindmica: 25 kPa por 1,0 s, didmetro

interno do capilar: 50 pm.
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Como pode ser observado na Figura 16, a amostra contém uma grande quantidade de
sodio, mais do que previsto, assim os picos do NHs" ¢ Na" ndo apresentaram resolucdo
adequada, o que poderia dificultar a obten¢do do valor correto da area do pico. Com a diluigdo
da amostra e melhoria da resolugdo, o problema foi transferido para a DIP, a qual se apresentou
com uma sensibilidade muito baixa, quase indetectavel.

Neste ponto do trabalho, a estratégia foi direcionada na busca de um BGE com maior
sensibilidade a DIP e com menor detectabilidade para o Na*, diminuindo assim sua interferéncia
nas andlises. Os seguintes BGE’s foram testados para este fim: (i) MES com pH ajustado para

6,0 com NaOH e, (ii) MES com pH ajustado para 6,0 com LiOH.
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Figura 17. Eletroferogramas obtidos a partir da injegdo de uma solu¢do amostra contendo NH4" (10
mmol L), Na* (0,1 mmol L") e DIP (0,2 mmol L") nos seguintes BGE’s: (1) 30 mmol L' MES/ 15
mmol L' NaOH (pH=6,0) ¢ (2) 30 mmol L' MES/ 15 mmol L' LiOH (pH=6,0).Demais condigdes:
EOF normal; potencial aplicado: +25 kV (lado da injegdo), comprimento total e efetivo do capilar: 50

e10 cm, respectivamente; injecao hidrodinamica: 25 kPa por 1,0 s, didmetro interno do capilar: 50 um.
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Ao analisar a Figura 17 pode-se observar que o pico do sédio foi minimizado ou
eliminado nessas condi¢des, melhorando a seletividade do método. Conforme esperado, na
condigdo 17.1, a adigdo do Na" ao BGE aumentou a mobilidade do mesmo a um valor
semelhante a mobilidade do Na* presente na amostra. No entanto, este aumento na mobilidade
do BGE deixou o eletroferograma com maior instabilidade na linha base (efeito Joule). Além
disto, o tempo de andlise também foi maior. No BGE com pH ajustado com LiOH (condi¢ao
17.2), um comportamento similar foi observado, pois a mobilidade do fon Li* (per= 35) é maior
que da HIS (per= 11,75) em pH = 6,0. Neste BGE ¢ possivel observar picos simétricos e finos,

com boa resolugdo, linha base estdvel, um ganho no tempo de andlise e a seletividade para um
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potencial interferente que € o s6dio. A partir destes resultados, o BGE composto por MES e
LiOH foi selecionado para prosseguir com os estudos.

Apds a otimizagdo da composi¢ao do BGE, o proximo estudo consistiu em avaliar sua
concentragdo na qual as espécies de interesse apresentassem melhor comportamento em relagéo
a sua detectabilidade neste BGE. A Figura 18 exibe eletroferogramas da solugdo contendo os

analitos NH4" e DIP em tampdes de diferentes concentragdes.

Figura 18. Eletroferogramas obtidos a partir da inje¢do de uma solugio padrdo contendo NH," (5 mmol
L") e DIP (0,1 mmol L™). BGE: MES (10; 30; 50 mmol L") pH = 6,0, ajustado com LiOH. Demais

condicdes: Vide figura 17.

&

Q &
= < < 50 mM
< V ”‘\
S
o
30 mM
\l—""\ (
10 mM
L'
! | ! ‘\l'l ! | ! 1
20 40 60 80

Tempo/s

Como pode ser observado na Figura 17, em termos de tempo de andlise os
eletroferogramas de 30 mM e 10 mM de MES se mostraram com melhores resultados, em

relacdo a detectabilidade da DIP, ambos visualmente se mostraram semelhantes. O aspecto que
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pode diferenciar os resultados obtidos ¢ investigar qual concentragdo do BGE, de fato,
apresentara uma melhor sensibilidade para a DIP, portanto, foram construidas duas curvas para

analisarmos a sua inclinagao.

Figura 19. Curvas analiticas e picos da DIP em BGE’s de diferentes concentragdes.
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A Figura 19 mostra que nao ha diferenca significativa na sensibilidade dos dois
BGE’s, portanto, a escolha da concentracdo do BGE foi definida a partir da capacidade
tamponante de cada BGE, considerando que a amostra possui uma elevada concentracao de
NH4", o tampdo escolhido para dar continuidade ao estudo foi o composto por 30 mmol L
MES ¢ 15 mmol L LiOH.

As espécies NHs" e DIP, em pH = 6,0, estdo completamente em sua forma catidnica,
vale ressaltar que a utilizagdo desse BGE confere uma maior robustez e reprodutibilidade ao
método de determinacdo proposto, uma vez que a mobilidade eletroforética das espécies
permanecera constante, mesmo com pequenas alteracdes no pH do BGE.

Para a obtencdo de melhores condigdes instrumentais, pardmetros como tensdo de
separacdo, temperatura e tempo de inje¢do foram avaliados. O melhor desempenho (resolugao,

eficiéncia de separagdo, relacdo sinal-ruido e tempo de andlise) foi obtido nas condigdes
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experimentais disponibilizadas na Tabela 3. Quando se tem problemas com sensibilidade ¢
comum tempos de inje¢do maiores, € consequentemente, maiores areas dos picos, devido a
maior quantidade de analito injetada no capilar. Elevados tempos de inje¢do sdo indesejados
quando a resolugdo ¢ afetada negativamente. Como observado na Figura 20, o tempo de injegao
1,2 s foi o que proporcionou maiores areas dos picos sem perder, de forma significativa, em

resolucgao.

Tabela 3.Condi¢des otimizadas do método proposto CE-C*D.

Parametros Faixa avaliada Valor
otimizado
Concentracio do BGE (mmol L) 10-50 30
Potencial de separacao (kV) 15-25 25
Tempo de injecao (s) (25 kPa) 0,5-2,0 1,2

Temperatura (°C) 20-30 25
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Figura 20. Estudo do tempo de inje¢do utilizando uma solucio amostra contendo NH4" (10 mmol L),
DIP (0,4 mmol L") e Na* (0,2 mmol L™"). BGE: 30 mmol L' de MES + 15 mmol L de LiOH, pH =
6,0. Injecdo hidrodinamica: 25 kPa variando de 0,5 — 2,0 s; Potencial de separacdo: +25 kV (lado da

injecdo); Comprimento total e efetivo do capilar: 50 e 10 cm, respectivamente; EOF: normal.
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Ap6s a escolha das melhores condigdes do tempo de inje¢dao, procedeu-se com o
estudo de repetibilidade do tempo de migracdo e area de pico para checar a estabilidade do
sistema. O desempenho do sistema ¢ mostrado na Figura 21 com 10 inje¢des sucessivas de uma
solugdo padrdo contendo NH4" e DIP. As caracteristicas analiticas do método calculadas a partir

dos eletroferogramas estdo apresentadas na Tabela 4.



75

Figura 21. Estudo da repetibilidade do tempo de migragdo dos ions utilizando uma solugdo padrao
contendo NH;" (15 mmol L) e DIP (0,5 mmol L™"). BGE: 30 mmol L' de MES + 15 mmol L' de LiOH,
pH = 6,0. Injecdao hidrodinamica: 25 kPa 1,2s; potencial de separagdo: +25 kV (lado da injecdo);

Comprimento total e efetivo do capilar: 50 e 10 cm, respectivamente; EOF: normal.
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Apb6s o tratamento estatitisco dos dados, o método proposto apresentou boa
estabilidade, com desvios padrdes relativos (intra-dia) em relacdo a area e tempo de migracao
nos valores de 2,5% e 0,4 % (n = 10) para NHs" e 2,1% e 0,1% (n=10) para DIP,
respectivamente, os resultados obtidos mostram que ndo héa necessidade de fazer o “flush” no
capilar, ou seja, renovagdo do BGE dentro do capilar entre dez analises sucessivas. O estudo
inter-dia em relagdo a 4rea e tempo de migracdo também foram avaliados, obtendo desvios
padrdes relativos (n =3) nos valores de 4,9% e 7,1 % para NHs" € 2,6% ¢ 1,4 % (n = 3) para

DIP, respectivamente, isto significa que o método possui elevada estabilidade mesmo em dias
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distintos, portanto, o analista pode optar por fazer ou ndo a calibragdo didria do método
proposto, sendo que o mais adequado ¢ a calibracdo diaria quando houver a necessidade de
resultados com maior precisdo e exatidao.

Apds os estudos de otimizagdo e obtengdo de resultados de repetibilidade das analises
intra e inter dia, faixas lineares de resposta das espécies de interesse foram exploradas, como
pode ser observada nas Figuras 22 e 23, onde mostram o estudo da linearidade elaborado de
duas maneiras. Avaliou-se injecdes de padroes em concentragdes crescentes, a primeira com as
espécies em proporgdes diferentes, assim como elas sdo encontradas em amostras farmacéuticas
e a segunda com as espécies em quantidades iguais. A faixa linear ¢ apresentada nas Figuras 22

e 23.

Figura 22. Eletroferogramas obtidos a partir da injecdo de solugdes padrdoes em concentragdes
crescentes de NH4" (2,5-20 mmol L") e DIP (0,05-0.7 mmol L") e suas respectivas curvas analiticas.

Demais condi¢des vide Figura 20.
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Figura 23. Eletroferogramas obtidos a partir da injecdo de solugdes padrdes em concentracdes

crescentes de NH," e DIP (0,1-10 mmol L) e suas respectivas curvas

Figura 20.
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das curvas analiticas, conforme

apresentados nas Figuras 22 e 23 para os ions, NH4" e DIP apresentaram resposta linear entre

concentragcdo ¢ condutividade em toda faixa de concentracdo avaliada (R> 0,998, nos dois

casos), comprovando que o método desenvolvido apresenta uma ampla faixa linear de analise.

Apesar de altas concentracdes e diferenca nas proporgdes dos analitos, o método se manteve

eficiente e linear. Este comportamento ¢ esperado por se tratar

de um detector condutométrico,

no qual deve-se ter em mente que o sinal analitico correspondera a qualquer pequena variagao

da condutividade, além do método utilizar um BGE de

baixa condutividade, evitando

vazamentos significativos de sinal para escudos externos, fato provavel em situagdes de alta

condutividade [141]. Entre as duas maneiras de se determinar a faixa linear de resposta para os
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analitos, Figuras 22 e 23, pode-se observar que apresentaram coeficientes de correlacio linear

praticamente idénticos, indicando que ambas as formas podem ser adotadas. Entre a faixa linear

obtida para cada espécie, um intervalo de concentragdo menor foi usado na construgdo das

curvas analiticas para cada composto. A Figura 24 ilustra as curvas analiticas dos respectivos

analitos, as quais apresentaram coeficientes de correlacao iguais a 0,999.

Figura 24. Curvas analiticas de NH4" (5-17,5 mmol L) e DIP (0,1-0,6 mmol L™).
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A Tabela 4 contém as caracteristicas analiticas do método obtidas pelas Figuras 21 e

24, entre estas caracteristicas estdo o LOD e LOQ calculados de forma experimental. Para a

determinag¢do dos valores de LOD foram realizadas inje¢des dos analitos (NH4" e DIP) no

equipamento, utilizando concentracdes cada vez mais baixas, em uma diluigdo progressiva, até

que nao houvesse distingao entre o pico do analito e o ruido de fundo.
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Tabela 4. Caracteristicas analiticas do procedimento proposto CE-C*D (intervalo de confianga 95%).

Caracteristicas Analiticas NH4* DIP
Tempo de migragao (s) 23,8+0,1 31,8 0,1
Resolugdo 2,5+0,2° 3,6 +0,1°
Coeficiente de Correlagao 0,999 0,999
Linearidade (mmol L) 0,12-20,0 0,1-10,0
LOD (mg L) 0,72 5,10
LOQ (mg LY 2,16 15,30
Frequéncia de inje¢do (h™) 90 90

Resolugdo entre os picos *NH4" e DIP, ® DIP e EOF.

Os limites de detec¢ao obtidos sdo adequados para quantificar e qualificar

formulagdes farmacéuticas que contenham NH4" e DIP, ja que principios ativos estdo presentes

em alta concentragdo em amostras farmacéuticas. Os eletroferogramas obtidos a partir de

injecoes de solucdes com amostras distintas apresentaram perfis semelhantes, conforme

ilustrados na Figura 25. E observado que o pico do s6dio em cada amostra apresentou resolucao

adequada com o pico do NH4" usando o BGE otimizado. Para garantir a exatiddo do método,

as amostras farmacéuticas também foram analisadas por HPLC para determinacao de DIP e

pelo método de Kjeldahl para a determinacdo de NH4". Os resultados obtidos com os

procedimentos de referéncia foram estatisticamente similares ao método proposto com 95% de

probabilidade (Tabela 5).
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Figura 25. Eletroferogramas obtidos a partir da introducdo de trés solu¢des de amostras comerciais

distintas contendo NH4" (10 mmol L) e DIP (200 pmol L™"). Demais condi¢des vide figura 20.

x

SN

e‘?}

10000 U.A.

N

e

Amostra 1
L) I T
20 40
Tempo /s

x x

é‘z‘b‘ éz\m
S S
&
K S
Amostra 2 Amostra 3
I I T I 1 I I T I 1
20 40 20 40
Tempo /s Tempo /s

Tabela 5. Determinacio de DIP e NH4" em amostras farmacéuticas pelo método proposto CE-C*D e

pelos métodos de comparagao.

Amostra Diferenca
relativa
Bula HPLC Kjeldahl CE-C'D E E>
(mg/pastilha)  (mg/pastilha)  (mg/pastilha)  (mg/pastilha)

AM1 NH4" 50 - 49,3+43 48,4 +22 +3,2 +1,8
DIP 5 5,0£0,1 - 4,9+0,1 +1,2 +1,6
AM2 NH4" 50 - 48,6 £2,7 48,7+0,4 +2,8 -0,2
DIP 5 4,9+0,6 - 4,9+£0,6 +2,0 +1,6
NH4" 50 - 48,4 +2,6 48,6 3,2 +3,2 +0,4
AM3  DIP 5 5,0£0,1 - 4,6 =04 +7,8 +7,8

El: diferenga entre os resultados obtidos pelo CE-C*D e os valores da bula; E2: diferenca entre os resultados
obtidos pelo CE-C*D e pelo método de comparagio.
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Além da comparagdo dos resultados obtidos por HPLC e pelo método de Kjeldahl, a
exatiddo do método proposto também foi avaliada através do estudo de adi¢do e recuperagdo
em amostras farmac€uticas. Nesta etapa as amostras foram diluidas adequadamente, e
analisadas sem e com adi¢do de concentragdes conhecidas de NH4" e DIP. Os valores de
recuperagdo obtidos (n = 3) indicam que ndo ha efeito de matriz nos resultados de recuperagao

dos principios ativos na amostra, conforme pode ser observado na Tabela 6.

Tabela 6. Valores de recuperagio de NHs" e DIP em amostras farmacéuticas, devidamente diluidas

(n = 3).
Amostra Analitos Analisada Adicionada Encontrada Recuperacio
(mmol L) (mmol L) (mmol L) (%)

AM 1 NH,* 9,85+0,12 5,00 14,81 + 0,20 100 £ 1
DIP 0,19+ 0,01 0,20 0,41 + 0,04 1036

AM 2 NH4" 10,17 £0,36 5,00 14,31 +£ 0,36 95 +1
DIP 0,18 +0,01 0,20 0,38 + 0,03 99 +£2

AM 3 NH4" 10,40 + 0,03 5,00 15,78 +£ 0,34 102 +1
DIP 0,19+0,01 0,20 0,41 +0,03 104 +2

Os resultados obtidos pelo método proposto estao de acordo com os obtidos por HPLC
e pelo método de Kjeldahl em nivel de confianca de 95%, onde os valores de t calculados (zest
t-Student, pareado) foram menores que o valor critico teorico (2,40; N=3), confirmando que
ndo hé diferengas estatisticamente significativas entre os resultados.

O método proposto ¢ cerca de 20 vezes mais rapido que os métodos de comparacao
(HPLC e Kjeldahl) e tem o valor de LOD melhor para NHs * (0,04 mmol L) que o método de
Kjeldahl (LOD = 1,4 mmol L"). O LOD do método HPLC (LOD = 0,001 mmol L) [41] é
melhor que o do método proposto CE (LOD = 0,02 mmol L), entretanto, para determinagio
de DIP em formulagdes farmacéuticas o valor de LOD obtido para o método ndo ¢ uma
limitagdo. O procedimento proposto possui caracteristicas analiticas adequadas para a

determinagdo simultanea e confiabilidade nos resultados obtidos.
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Conclusées parciais

O método CE-C*D proposto foi aplicado de forma bem sucedida na determinagio
simultdnea de NHs" e DIP em amostras farmacéuticas. A estratégia apresentada supera a
limitagdo de outras técnicas analiticas na determinagdo de NHs" e DIP em uma mesma corrida,
sem procedimentos de derivagio. Além disso, o sistema CE-C*D oferece amplas faixas lineares,
0 que torna possivel a aplicagdo em analitos que estdo presentes em propor¢des muito
diferentes, como DIP € NH4" (1:50). O método proposto € mais rapido (menos de um minuto)
que os procedimentos de comparacao e consome pequenos volumes de amostra e reagentes, o
que o torna uma alternativa viavel (eco-friendly) e interessante para o controle de qualidade em

formulagdes farmacéuticas.
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4.2 Determinacio simultinea de arginina (ARG), aspartato (ASP) e acido ascorbico (ASC)

Com o objetivo de prosseguir os estudos de determinagdo de farmacos em
formulagdes farmacéuticas, optou-se por desenvolver um método de analise de firmacos em
formulagdes que contenham as espécies ARG (pKa=2,41;9,12 ¢ 12,41), ASP (pKa=1,7; 5,11
€9,61)e ASC (pKa=4,36; 11,19) [5]. A Figura 26 ilustra as formulas estruturais das moléculas

ARG, ASP e ASC e suas respectivas curvas da relagao carga e pH da solucao.

Figura 26. Formulas estruturais com valores de pKa da ARG, ASP e ASC e suas curvas de distribuicdo

de carga em fungdo do pH.
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Pelos valores de pKa apresentados na Figura 26, os compostos podem existir em forma
i0nica em solug¢des aquosas, ou seja, € possivel a separagdo das espécies por CZE. As espécies
ARG e ASP podem existir na forma catidonica ou anidnica, j4 o0 ASC apenas na forma anidnica.

No intervalo de pH (4-10) comumente usado em CZE, ¢ possivel observar na Figura 25 que a
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molécula ARG ¢ indicada como cation e as moléculas ASP e ASC como anions. Para que a
determinagdo dessas trés espécies em uma Unica corrida seja possivel, uma estratégia que
permita a determinagdo simultdnea de cations e anions foi selecionada. A opgao foi pelo o uso
do EOF normal em alta magnitude (pH > 7,5, desprotonagao total dos grupos silanois da silica
fundida), condi¢do na qual os cations sdo rapidamente transportados para o detector no modo
co-EOF (Heor + Ler) € 0s anions (normalmente de baixa mobilidade) no modo contra o EOF (Ueor
- Mef) serdo transportados em uma velocidade menor, sendo detectados apos o EOF (tempo de
migragdo das moléculas neutras).

O primeiro estudo para determinagdo simultanea dos trés compostos por CZE se iniciou
com a escolha da composi¢ao do BGE. Este estudo foi realizado visando a identificacdo de um
BGE que: (1) garanta a manutengdo do pH em valor constante para que a mobilidade das
espécies em analise se mantenham constantes; (ii) proporcione mobilidades diferentes (tempos
de migracao diferentes) para as espécies em analise para que a separacao e deteccdo seja
possivel. Simula¢des empregando o software Peakmaster [155] foram realizadas para estimar
quais BGEs apresentariam potencial para separagdo e detec¢ao das espécies em interesse.

A Figura 27 ilustra a influéncia de diferentes BGEs na separacao e detec¢ao da ARG,
ASC e ASP. Na condi¢dio 27.1, no BGE composto por 20 mmol L' MES/ 20 mmol L™ HIS
(pH = 6,0) o EOF nao se encontra em sua maior velocidade, portanto, o maior tempo de analise
entre os BGEs estudados foi verificado nesta condi¢do. A condi¢do 27.2 (BGE: 20 mmol L
TRIS/ 20 mmol L' TAPS, pH=8,3) é caracterizada por um menor tempo de andlise e por uma
boa resolucdo (Rs> 1,2) entre os picos das espécies de interesse, porém, nesta condicdo a
condutividade de ARG ¢ semelhante a do BGE, gerando um sinal positivo de baixa intensidade,
dificultando sua determinagdo. A condi¢do 27.3 (BGE: 20 mmol L' de 4cido bérico com pH
ajustado em 8,5 com NaOH) apresentou sensibilidade adequada para ARG e tempo de andlise

semelhante a condi¢do 27.2, porém, uma menor sensibilidade foi obtida para os picos do ASC
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e ASP. Na condigdo 27.4, BGE composto por 20 mmol L de p — alanina com pH ajustado em
9,7 com NaOH, as espécies de interesse apresentaram-se como bons picos com longas caudas,

que prejudicou na resolugdo dos compostos.

Figura 27. Eletroferogramas obtidos a partir da inje¢do de uma solugdo padrdo contendo ARG, ASP ¢
ASC (700 pmol L™ cada) usando os seguintes BGE’s: (1) 20 mmol L' MES/ 20 mmol L' HIS (pH=6,0);
(2) 20 mmol L' TRIS/ 20 mmol L' TAPS (pH=8,3); (3) 20 mmol L™ de 4cido bérico com pH ajustado
em 8,5 com NaOH, ; (4) 20 mmol L™ B —alanina com pH ajustado em 9,7 com NaOH. Demais condigdes:
EOF normal; potencial aplicado: +25 kV (lado da inje¢do), comprimento total e efetivo do capilar: 50 e
10 cm, respectivamente; injecdo hidrodinamica: 25 kPa por 1,0 s, didmetro interno do capilar: 50 um.

X &

<
U A~

10000 U.A
N
-

20 40 60 80 100 120

Tempo ()

Nos estudos seguintes, o objetivo foi encontrar um BGE que proporcionasse uma

melhor sensibilidade para ARG sem comprometer a sensibilidade de ASC e ASP. Como o BGE
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27.2 formado por TRIS/TAPS pH=8,3 apresentou bons resultados, exceto na sensibilidade da
ARG, estudos foram realizados com BGEs compostos por TAPS e contra-ions de alta
mobilidade. O objetivo foi aumentar a condutividade do BGE e, consequentemente aumentar a
detectabilidade da ARG, sem comprometer a sensibilidade e resolucdo das demais espécies de

interesse. A Figura 28 exibe os eletroferogramas obtidos nos estudos com TAPS.

Figura 28. Eletroferogramas obtidos a partir da inje¢do de uma solugdo padrdao contendo ARG, ASP e
ASC (700 pmol L™ cada) usando: 10 mmol L' TAPS/ 5 mmol L™ NaOH (pH=8,3) ou 10 mmol L’
TAPS/ 5 mmol L' KOH (pH=8,3) como BGEs. Demais condi¢des: EOF normal; potencial aplicado:
+25 kV (lado da injeg¢@o), comprimento total e efetivo do capilar: 50 e 10 cm, respectivamente; injegao

hidrodindmica: 25 kPa por 1,0 s, didmetro interno do capilar: 50 pm.
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Os BGEs compostos por TAPS + NaOH e TAPS + KOH influenciaram de forma

positiva a detectabilidade da ARG sem afetar a sensibilidade do ASC e ASP de modo
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significante (BGEs com mobilidade intermediaria). No BGE composto por TAPS + NaOH, as
espécies anionicas apresentaram melhor resolugdo (Rs = 1,3) do que no BGE composto por
TAPS + KOH (Rs = 0,6). Assim, a composi¢ao TAPS + NaOH foi escolhida como BGE para
prosseguir com os estudos.

Apds a escolha da composicdo do BGE, o proximo estudo consistiu em encontrar o
pH adequado do BGE em que as espécies de interesse apresentariam melhor comportamento.
A Figura 29 exibe eletroferogramas obtidos com as solu¢des contendo os analitos ARG, ASP e

ASC em BGEs compostos por TAPS + NaOH com diferentes pH’s.

Figura 29. Estudo do pH utilizando uma solugio padrio contendo ARG (290 umol L"), ASC (290 pmol
L") e ASP (500 umol L™"). BGE: 10 mmol L™ de TAPS + NaOH com pH variando de 8,1 — 9,0. Injecio
hidrodindmica: 25 kPa 1,0 s; Potencial de separacdo: +25 kV (lado da injeg¢do); Comprimento total e

efetivo do capilar: 50 e 10 cm, respectivamente; EOF: normal.
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Ao analisar os resultados apresentados na Figura 29 observou-se que com o aumento
do pH do BGE, a intensidade do pico da ARG também aumentou. Isto pode ser explicado pelo
equilibrio da ARG (pKa = 9,12) o intervalo de pH estudado. Quanto mais elevado o pH do
BGE, maior sera o numero de moléculas neutras no equilibrio em relagdo as moléculas
carregadas (Figura 26), assim, a condutividade do analito diminui e consequentemente a
detectabilidade aumenta. Além de influenciar a detectabilidade, a mudanca de pH também
influencia o tempo de migracdao da ARG (base fraca). Quanto maior o pH do BGE, maior o
niamero de moléculas neutras no equilibrio e, consequentemente, a mobilidade eletroforética
val diminuindo aproximando o pico da ARG ao EOF. Um cendrio semelhante pode ser
observado em relacdo ao ASP, pois o intervalo de pH estudado também esta proximo ao pKa
da molécula (9,61). Quanto maior o pH do BGE, maior o nimero de moléculas carregadas
(acido fraco; Figura 26), maior a condutividade do ASP e maior sua detectabilidade,
justificando o comportamento experimental observado. O tempo de migracdo do ASP também
¢ afetado pelo pH, pois com o aumento do pH do BGE, mais espécies de ASP terdo carga e
maior sera sua mobilidade eletroforética e maior serd seu tempo de migracao. Como a faixa de
pH estudada esta distante dos pKas do ASC (4,4 ¢ 11,2; Fig. 26), o tempo de migragao do ASC
permaneceu relativamente constante e, assim, uma melhor separacdo entre ASC e ASP foi
observada com o aumento do pH do BGE.

O BGE de pH=9,0 apresentou maior sensibilidade e melhor resolugdo, todavia, como
desvantagens podemos citar a linha base instavel e maior tempo de andlise. Em pH = 8,7
resultou-se em separagdo com boa resolucdo e sensibilidades inferiores ao BGE de valor 9,0,
porém, teve ganhos em relacdo a estabilidade da linha base e tempo de andlise. Portanto, o BGE
com pH = 8,7 foi selecionado para os demais estudos. No estudo seguinte, a concentragdo do
TAPS na composi¢ao do BGE foi investigada, sendo que os resultados obtidos sdo apresentados

na Figura 30.
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Figura 30. Eletroferogramas obtidos a partir da inje¢do de uma solucdo padrao contendo ARG (290
pumol L), ASC (500 umol L") e ASP (290 pmol L™). BGE: TAPS (10; 20; 30 mmol L") pH = 8,7,

ajustado com NaOH. Demais condig¢des: Vide figura 27.
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A elevacao da concentracdo do BGE aumenta a forga ionica da solugao, interferindo
na composicao da dupla camada elétrica (potencial zeta) e, afetando, portanto, a velocidade do
EOF. Assim, a velocidade da analise e resolu¢ao também sao afetados. Na condi¢ao 30 mM
TAPS + 15 mM NaOH obteve-se a melhor resolugdo (Rs = 2,2) e o maior tempo de andlise (58
s). Na condi¢do 10 mM TAPS + 5 NaOH ocorreu o inverso, menor resolu¢ao (Rs=1,6) e menor
tempo de andlise (43 s). Em funcdo disto, o BGE composto por 20 mM TAPS + 10 mM NaOH
foi selecionado para os estudos seguintes, pois este BGE oferece tempo de andlise (51 s) e
resolucdo (Rs = 1,9) adequados para a quantificagdo e separacao dos compostos estudados.

Ap0s a otimizagdo da composi¢dao do BGE, estudos foram realizados com o intuito de
verificar se os excipientes normalmente encontrados nas amostras comerciais serdo potenciais
interferentes. Medicamentos contendo ARG, ASC e ASP em suas formulacdes sdo produzidos

por diversos laboratorios, portanto, esses trés compostos sdo encontrados em matrizes variadas.
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Deste modo, percebeu-se a importancia do estudo, garantindo que o método ¢ eficiente em
qualquer possivel situagdo. A Figura 31 ilustra eletroferogramas dos principios ativos na
presenca de possiveis excipientes inativos, como sacarina (SAC), carbonato de sodio (CAR) e

acido tartarico (TAR).

Figura 31. Eletroferogramas obtidos a partir da injecdo de solu¢des padrdes contendo (1) ARG (500
umol L™), ASC (500 umol L), ASP (500 umol L), SAC (100 umol L"), CAR (100 umol L") e TAR
(100 umol L™); (2) TAR (100 umol L™); (3) SAC (100 pmol L") e (4) CAR (100 umol L"). BGE:

TAPS (20mmol L") com pH = 8,7, ajustado com NaOH. Demais condi¢des: Vide Figura 28.
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A Figura 31 confirma que os possiveis excipientes ndo serdo interferentes na
determinagdo de ARG, ASC e ASP em formula¢des farmacéuticas utilizando o BGE otimizado,
ou seja, o método apresenta seletividade adequada para a determinacdo de ARG, ASC e ASP
em quaisquer condi¢des de formula¢des farmacéuticas.

Posteriormente, estudos foram realizados para avaliar alguns parametros relacionados

com o equipamento de CE-C*D: tempo de injecdo (Figura 32), potencial de separagio e
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temperatura. As melhores condi¢des experimentais para a determinacdo de ARG, ASC e ASP
estdo disponibilizadas na Tabela 7. Tempo de injecdo tem como objetivo o ganho de

sensibilidade sem afetar a resolu¢do entre ARG e EOF ¢ entre ASC ¢ ASP.

Tabela 7. Condigdes otimizadas do método proposto CE-C*D.

Parametros Faixa avaliada Valor otimizado
Concentra¢iio do BGE (mmol L) 10-30 20
pH do BGE 8,1-9,0 8,7
Potencial de separacao (kV) 15-25 25
Tempo de injecao (s) (25 kPa) 0,5-2,0 1,0
Temperatura (°C) 20-30 25

Figura 32. Estudo do tempo de injecdo utilizando uma solu¢do padrio contendo ARG (300 pmol L),
ASC (500 pmol L") e ASP (300 umol L™"). BGE: 20 mmol L™ de TAPS + 10 mmol L' de NaOH, pH
= 8,7. Inje¢do hidrodindmica: 25 kPa variando de 0,5 — 2,0 s; Potencial de separacdo: +25 kV (lado da

injecao); Comprimento total e efetivo do capilar: 50 e 10 cm, respectivamente; EOF: normal
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Conforme pode ser observado na Figura 32, com o aumento do tempo de injecdo, as
areas dos picos aumentam significativamente, porém a resolugdo ¢ afetada de forma inversa.
Assim, para garantir que o estudo da linearidade ndo seja comprometido com a perda de
resolucdo entre ASC e ASP, o tempo de injecdo de 1,0 s foi escolhido para prosseguir com o0s
estudos de desenvolvimento do método.

Com os parametros experimentais definidos, procedeu-se com o estudo de
repetibilidade do tempo de migracdo e da area de pico dos compostos intra-dia e inter-dia para
testar a estabilidade do sistema. O desempenho do sistema neste estudo ¢ mostrado na Figura
33, onde eletroferogramas de dez injecdes sucessivas de uma solugdo amostra, adequadamente
diluida em agua, sdo apresentadas. Neste estudo, RSDs < 2,9% para os tempos de migragdo e
para as areas dos picos dos compostos foram obtidos. No estudo inter-dias foram feitas injecoes
da solu¢do amostra em trés dias distintos, apresentando RSDs < 5,7%, ou seja, a repetibilidade
do método ¢ adequada mesmo em dias diferentes, podendo o analista optar por fazer ou nao a
calibragao do método diariamente. No entanto, se o objetivo for a obtengdo de maior exatidao
dos resultados ¢ recomendado a calibragdo didria, ja que os desvios intra-dias sdo menores que

os desvios inter-dias.
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Figura 33. Estudo da repetibilidade com dez injegdes sucessivas de uma solucdo amostra contendo
ARG (290 pmol L"), ASC (290 umol L") e ASP (500 umol L"). BGE: 20 mmol L™ de TAPS + 10
mmol L™ de NaOH, pH = 8,7. Injecdo hidrodindmica: 25 kPa 1,0 s; Potencial de separagio: +25 kV

(lado da injecao); Comprimento total e efetivo do capilar: 50 e 10 cm, respectivamente; EOF: normal.
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Ap6s os estudos de otimizacdo de parametros como concentragdo ¢ pH do BGE,
tempo de inje¢ado e potencial de separagao e a obtengdo de resultados satisfatorios no estudo de
repetibilidade, as faixas lineares de resposta da ARG, do ASC e do ASP foram investigadas. A
Figura 34 mostra os eletroferogramas obtidos a partir de inje¢des de solucdes padrdes contendo
concentragdes crescentes dos analitos em estudo. Neste estudo, as proporgdes entre as espécies
em estudo foram similares as encontradas em amostras farmacéuticas comerciais: 1:1,7:1
(ARG: ASC: ASP). As curvas de calibracao (Figura 35) foram construidas a partir da faixa
linear e apresentaram coeficientes de correlacdo iguais a 0,997, 0,997 e 0,999 para ARG, ASC

e ASP, respectivamente.
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Figura 34. Eletroferogramas obtidos a partir de solu¢des padrdes em concentragdes crescentes ARG

(80-730 umol L"), ASC (100-750 umol L") e ASP (80-730 pmol L™'). Demais condi¢des vide figura

32.

Tty

5000 U.A.

BB

— (_
I T I T T I T
10 20 30 40
Tempo (s)
Figura 35. Curvas analiticas da ARG, ASC e ASP.
1 ® ARG //
sl Y=00675x+ 18151 "
R=0997 e
//./
® ASP . 7
07 = 00604x + 1,1993 A
y=u 7 o
R=0.999 e S
8 2 //
= A
E ASC ///"/
S y=00276x- 005637
| =
R=0997 .
; 20+ ///// //)/
'(% /ﬁ// //1’/
10 )// /
A /
/;/ &
A
04
T T T T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600 700 800

Concentragéo (10° mol L)



95

A Tabela 8 mostra um resumo das caracteristicas analiticas do método proposto
obtidas pelas Figuras 33 e 34, entre estas caracteristicas estdo o LOD e LOQ calculados de
forma experimental, por apresentar resultados mais proximos da realidade e valores de RSD

para as areas de pico.

Tabela 8. Caracteristicas analiticas do método proposto CE-C*D (intervalo de confianga 95%).

Caracteristicas Analiticas ARG ASC ASP

Tempo de Migracao (s) 24,4+ 0,1 42,7£0,1 45,7+0,1

Resolu¢io 24+02° 54+0,1¢ 1,8+0,1°
LOD (mmol L) 0,01 0,035 0,02
LOQ (mmol L) 0,03 0,11 0,04
Faixa linear (umol L) 80-730 100-750 80-730
Coeficiente de correlacao 0,996 0,997 0,999
Frequéncia de inje¢do (h™) 78 78 78
Intra-dia RSD (n=10) 2,9% 2,8% 2,6%
Inter-dia RSD (n=3) 2,3% 5,7% 2,7%

Resolucio entre © ARG e EOF, ¢ EOF e ASC e ¢ ASC e ASP.

Os limites de detecgao obtidos sdo adequados para fazer o controle de qualidade de
formulacdes farmacéuticas que contenham ARG, ASC e ASP, ja que estes principios ativos
estdo presentes de forma marjoritaria em amostras farmacéuticas comerciais. Os
eletroferogramas obtidos a partir de solugdes de padrdes e amostras apresentam perfis
semelhantes, conforme apresentado na Figura 35, indicando que os excipientes na amostra nao
interferem no sinal obtido pelos principios ativos.

Para obter informagdes sobre a exatidao do método, as amostras farmacéuticas foram

analisadas por HPLC para determina¢do de ARG, por iodometria para a determinacdo de ASC
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e através da titulacdo acido-base para ASP. Os resultados obtidos com os procedimentos de
referéncia foram estatisticamente similares ao método proposto com 95% de nivel de confianga

(Tabela 9).

Figura 36. Eletroferogramas obtidos a partir da injecdo de trés solugdes padroes e amostras comerciais
distintas contendo ARG (290 umol L"), ASC (500 pmol L") e ASP (290 pmol L"). Demais condi¢des

vide figura 30.
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Tabela 9. Determinag¢do de ARG, ASC e ASP em amostras farmacéuticas pelo método proposto CE-

C*D e os valores de recuperacdo de cada amostra.

Amostra Diferenca
Relativa
Bula CE-C‘D HPLC Todometria Titulagdo E; E,
(g/pastilha)  (g/pastilha) acido-base (%) (%)
AM 1 ARG 0,57 0,58+0,01  0,60+0,02 - - -1,75  +3,3
ASC 1,0 1,03+0,04 - 1,04+0,04 - -3 +1
ASP 0,43 0,44+0,02 - - 0,44+0,06 -2,3 -
AM2 ARG 0,57 0,58+0,01  0,59+0,01 - -1,75  +1,7
ASC 1,0 1,04+0,03 - 1,04+0,04 - -4 -
ASP 0,43 0,43+0,01 - - 0,45+0,03 - -
AM3 ARG 0,57 0,59+0,02  0,60+0,01 - - -3,5 +1,6
ASC 1,0 1,03+0,03 - 1,04+0,08 - -3 +1
ASP 0,43 0,43+0,01 - - 0,4340,02 - -

El: diferenga entre os resultados obtidos pelo CE-C*D e os valores da bula; E2: diferenca entre os resultados
obtidos pelo CE-C*D e pelo método de comparagdo.
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Para obter maiores informagdes sobre a exatiddo do método, amostras farmacéuticas
também foram diluidas adequadamente, e analisadas sem e com adicdo de concentracdes
conhecidas de ARG, ASC e ASP (estudo de adigao e recuperacao). Os valores de recuperacao
obtidos (n=3) indicam que ndo ha efeito de matriz de forma significativa conforme pode ser

observado na Tabela 10.

Tabela 10. Valores de recuperacdo para a analise de amostras farmacéuticas devidamente diluidas
(n = 3).

Amostra Analitos Analisada Adicionada Encontrada  Recuperacio
(mmol L™) (mmol L™) (mmol L™) (%)
ARG 0,29+0,01 200 0,50+0,01 101+3
AM 1 ASC 0,52+0,02 200 0,74+0,01 102+2
ASP 0,29+0,01 200 0,50+0,01 1031
ARG 0,29+0,01 300 0,63+0,01 104+1
AM 2 ASC 0,52+0,02 300 0,84+0,01 101+1
ASP 0,28+0,02 300 0,61+0,01 105+2
ARG 0,29+0,01 200 0,51+0,01 104+2
AM 3 ASC 0,53+0,02 200 0,73+0,01 100+2
ASP 0,31+0,01 200 0,52+0,01 101+1

Os resultados obtidos pelo procedimento proposto sdo similares as concentragdes
descritas na bula, e estdo de acordo com os obtidos pelos métodos de comparagdo, em nivel de
confianca de 95% onde os valores de t calculados (test ¢-Student ) foram menores que o valor
critico tedrico (2,40; N=3), confirmando que ndo ha diferengas estatisticamente significativas
entre os resultados. Os valores de recuperacao do método indicam uma boa exatidao do método

desenvolvido. (n = 3) e que ndo ha efeito de matriz de forma significativa.
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Conclusées parciais

O método CE-C*D proposto foi aplicado de forma bem sucedida para a determinagio
simultdnea de ARG, ASC e ASP em amostras farmacéuticas. A estratégia apresentada descarta
os possiveis interferentes e supera a limitacdo de outras técnicas analiticas na determinacao de
ARG, ASC e ASP em uma mesma corrida. O método proposto € rapido (menos de um minuto)
e consome pequenos volumes de amostra e reagentes. Essas caracteristicas tornam o
procedimento uma alternativa viavel e interessante para o controle de qualidade em formulagdes
farmacéuticas comerciais. Ademais, a preparagao das amostras ¢ simples, contando apenas com

dissolucao e diluicdo em agua.

5. CONCLUSOES GERAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Neste trabalho, procedimentos utilizando CE-C*D tiveram éxito para a determinagio

rapida e simultanea dos seguintes principios ativos presentes em formulagdes farmacéuticas:

e Difenidramina e amonio;

e Arginina, acido ascorbico e aspartato.

Os métodos apresentam caracteristicas vantajosas como baixo custo de analise,
equipamento e manutengdo, alta frequéncia analitica (eletroferogramas obtidos em menos de
um minuto), consumo minimo de reagentes e amostras (pequeno impacto ambiental) e

possibilidade de determinagdo simultdnea de cations e anions.

Em relagdo a determinagdo rapida de DIP e NH4", a estratégia inédita proposta foi a
utilizacio de um BGE composto por 30 mmol L' de MES + 15 mmol L' LiOH (pH = 6,0).
Esta estratégia proporcionou, pela primeira vez, a possibilidade de determina¢do simultinea

destes dois principios ativos, ndo ¢ encontrado nenhum método na literatura que possibilita a
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analise simultdnea desses analitos, nem através da técnica comumente usada para andlise de
farmacos, o HPLC. Além da andlise simultdnea de um composto organico e outro inorganico,
o método proposto possui vantagens sobre os métodos de referéncia em relacdo a frequéncia
analitica e o consumo de reagentes e amostras. Apesar da detec¢do ser condutométrica, a
quantidade de NaOH nas amostras ndo interferiu nas andlises dos principios ativos e

proporcionou uma sensibilidade adequada as concentragdes encontradas nas amostras.

O BGE composto por 20 mmol L' de TAPS + 10 mmol L' NaOH (pH = 8,7) demostrou
ser apropriado para a determinacdo simultanea, pela primeira vez, de ARG, ASC e ASP em
medicamentos. Um método simples, rapido e com alta frequéncia analitica ¢ proposto para a

analise de cations e anions, em uma unica injegao.

Em frente as desvantagens mais significativas da CE-C*D, sensibilidade e analise em
matrizes complexas, a perspectiva futura para o doutorado seria o uso de métodos
computacionais para a otimizagao da sintese de um polimero molecularmente impresso (MIP),
altamente seletivo, e desenvolvimento de novos métodos utilizando CE-C*D para a
determinacdo desses compostos extraidos por MIP’s. O foco seria em farmacos e drogas de

abuso.
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