UNIVERSIDADE DE MOGI DAS CRUZES
ALINE DE CAMARGO BILITARDO

CONTRIBUIGAO PARA O ESTUDO DO COMPORTAMENTO

, ELETROFORETICO E DE

ACIDO-BASE PARA ALGUNS COMPOSTOS DE INTERESSE
VETERINARIO

Mogi das Cruzes, SP
2007



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



UNIVERSIDADE DE MOGI DAS CRUZES
ALINE DE CAMARGO BILITARDO

CONTRIBUIGAO PARA O ESTUDO DO COMPORTAMENTO

, ELETROFORETICO E DE

ACIDO-BASE PARA ALGUNS COMPOSTOS DE INTERESSE
VETERINARIO

Dissertacao apresentada ao
Programa de Pé6s-Graduacao da
Universidade de Mogi das Cruzes
como parte dos requisitos para
obtencao do grau de Mestre em
Biotecnologia na area de Exatas

Orientador: Prof. Dr. André Fernando de Oliveira

Mogi das Cruzes, SP
2007



FICHA CATALOGRAFICA
Universidade de Mogi das Cruzes - Biblioteca Central

Abibi, Aline de Camargo Bilitardo

Contribuigao para o estudo do comportamento
eletroforetico e de acido base para alguns compostos de
interesse veterinario / Aline de Camargo Bilitardo Abibi. -
- 2007.

80 f.

Dissertagdo (Mestrado em  Biotecnologia) -
Universidade de Mogi das Cruzes, 2007

Area de concentragdo: Ciéncias Exatas

Orientador: Prof. Dr. André Fernando de Oliveira

1. Estreptomicina 2. Eletroforese capilar 3. Fluxo
eletroosmético |. Titulo II. Oliveira, André Fernando de

CDD 660.2972




Fls. 038-

vaiverndade de

moquaof cruzes

Livro I

Tel.: (017) 472
Fax: (011) 479;

http://www.

ATAS

MESTRADO [M BIOTECNOLOGIA DA UNIVERSIDADE DE M)
| CRUZES

( ATA DA SESSAO PUBLICA DL APRESENTACAO DL DISSERTAC

AO DE
il DAS

As quatorze horas do dia vinte e um de maio de dois mil e sete. na Universidade

de Mogi das Cruzes, realizou-se a defesa de dissertacio “Contribuico
estudo do comportamento eletroforético e de acido-base para alguns compc

para o
stos de

interesse veterindrio™ para obten¢do do grau de Mestre pelo(a) candidato(a) Aline

de Camargo Bilitardo Abib. Tendo sido o ntimero de créditos alcancados

pelo(a)

mesmo(a) no total de 48 (quarenta e oito). a saber: 24 unidades de crédito em
disciplinas de pos-graduacao e 24 unidades de crédito no preparo da dissertacio,
o(a) aluno(a) perfaz assim os requisitos para obtencdo do grau de Mestre, A

Comissio Examinadora estava constituida dos Senhores Professores
Fernando de Oliveira e Astréa T Souza Silva da Universidade de Mogi das

André
Cruzes

e Orlado Fatibello-Filho da Universidade Federal de Sio Carlos. sob a presidéncia

do primeiro, como orientador da dissertagdo. A Sessdo Pablica da de

fesa de

dissertacdo foi aberta pelo Senhor Presidente da Comissio que apresentou a
candidata. Cm seguida o(a) candidato(a) realizou uma apresentacdo oral da
dissertacdo. Ao final da apresentacao da dissertacdo. seguiram-se as argiiicoes

pelos Membros da Comissio Examinadora. A seguir 2 Comissio. em

Sessao

Secreta, conforme Julgamento discriminado por cada membro, considerou o(a)

candidato(a)

e ,ZQ\PRQ@GBR Cpor UNANI

(;{pxo(iidﬁﬁfﬁﬁﬂ*t?\ﬂd()(im_ = (unanimidade/maioria)

Mogi das Cruzes. 21 de maio de 2007

i8sdo Examinadora Julgamento

APrcoua DO

[ A —— P loV Ahg

W Oll{llldt) l“alibC]IO:Fjlh() o T aprovadotayreprovadoia))

| Pr

r. Candido Xavier de Aimeida Souza, 200 - GEP 0R7AN-Q11 . M den frerens  or o o

f‘ -[-:;_,‘07“ D }\\}U’C'i E ' wprovadotaieproy adota))
LU AStréa F

|

|



DEDICATORIA

Dedico este trabalho ao meu marido Carlos que me incentivou e me apoiou em
todos 0os momentos, e ao meu sogro Antbnio que me ajudou financeiramente e

moralmente.



AGRADECIMENTOS

Agradego ao meu orientador Prof. André Fernando e a todos os funcionarios

desta instituicao que de alguma forma contribuiram para a realizacao deste trabalho.



RESUMO

A avaliacdo do comportamento acido base de componentes ativos de medicamentos é
fundamental para o desenvolvimento de métodos analiticos visando garantia de
qualidade nas quantificagbes, assim como auxiliar no estudo do comportamento
farmacolégico dos mesmos. Mediante o0 uso da técnica de eletroforese capilar em zona
livre, foi estudado o comportamento acido-base dos componentes de um pentabidtico
de uso veterinario, formado pela associacdo de estreptomicina, dihidroestreptomicina,
benzelpenicilina e os contra-ions benzatina e procaina. A variacdo da mobilidade
eletroforética destas espécies quimicas foi estudada na faixas de pH entre 5,0 a 9,5 em
diferentes sistemas tampao com forga iénica controlada em 50 mmol/L com NaCl como
eletrolito inerte. As curvas de mobilidade eletroforética em funcao do pH possibilitaram a
estimativa de valores de pKa para as espécies mencionadas, mediante o ajuste de
modelos estatisticos ndo lineares. O valor de pKa estimado para o grupo amina da
benzatina foi de 9,490+0,002. No caso da procaina, nao foi possivel estimar o pKa do
grupo amino ligado ao anel aromatico. O segundo pKa, contudo, referente ao grupo
amina alifatica ligada ao acido p-aminobenzéico foi estimado em 9,44+0,06.Estes
valores estdo em boa concordancia com os reportados na literatura. Entretanto, no caso
da estreptomicina e dihidroestreptomicina, onde se observa a existéncia de 3 grupos
aceptores de préton (um grupo aminico e 2 grupos guanidinicos) nao foi possivel
estimar os valores de pKa mediante o emprego do método proposto. Os valores de
pKa usualmente observados para estes grupamentos encontram-se respectivamente
entre 9 e 11 e acima de 11. Uma diferenca menor que 4 unidades de pKa entre os
grupamentos aceptores dificulta a aplicagdo do método. No caso da benzilpenicilina,
verificou-se mobilidade eletroforética constante na faixa de pH estudada, evidenciando
que o valor de pKa do grupo amino deve ser inferior a 4.

Palavra — chave: eletroforese capilar, estreptomicina, fluxo eletroosmaético.



ABSTRACT

The evaluation of the base acid behavior of the drugs is fundamental to develop the
analytical methodologies assessing quality in quantification, as well as an auxiliary in
their pharmacological behavior study. It was studied acid-base behavior of the
components of a veterinary pentabiotic formed by the association of streptomicyn,
dihydrostreptomicyn, benzylpenicillin and the counterions benzatine and procain using
free zone capillary electrophoresis. The variation of the electrophoretic mobility of these
chemical species was studied in the pH range from 5,0 to 9 with controlled ionic strength
solution with 50 mmol/L NaCl as inert electrolyte. The pKa values was estimated through
the electrophoretic mobility - pH curves using the adjustment of non linear static models.
The estimate pKa value for the benzatine amino group was 9.490+0.002. In the case of
procaine it was not possible to estimate the amino group pKa connected to the aromatic
ring. The second pKa, though, referring to the aliphatic amino group connected to the p-
aminobenzoic acid was estimated in 9.44+0.06. These values are in accordance to the
ones reported in the literature. However, in the case of streptomycin and
dihydrostreptomycin the chemical species where it was observed the existence of 3
proton acceptor groups (one aminic group and 2 guanidinic groups) it was not possible
to estimate the pKa values using the proposed method. The pKa values usually
observed for these groups are respectively between 9 and 11 and above 11. A
difference inferior to 4 pKa units among the acceptors groups makes the method
application difficult. In the case of benzylpenycillin it was verified constant
electrophoretic mobility of the pH strip studied, proving that the pKa value of the amino
group must be inferior to 4.

Keywords: Electrophoresis,streptomycin, electroosmotic flow
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1 INTRODUCAO

1.1 Estreptomicina

A estreptomicina foi descoberta por Waksman em 1943, obtida a partir do fungo
Streptomyces griseus. Esta descoberta lhe rendeu o prémio Nobel de medicina em
1952 (GOODMAN, 1996).

A acéao farmacoldgica desta substancia se baseia na inibicdo do crescimento do
bacilo da tuberculose, assim como de outros microorganismos aerébios quando usado
em combinagcdo com outras drogas. Seu funcionamento esta relacionado com a
inibicdo da sintese protéica além de danificar a membrana celular de microorganismos
susceptiveis (GOODMAN,1996).

Além da tuberculose, a estreptomicina associada a penicilina é utilizada para
tratar endocardite bacteriana provocando efeito bactericida sinérgico contra cepas de
enterococos e estreptococos D (GOODMAN, 1996).

Seu uso deve ser limitado em decorréncia de efeitos adversos de nefrotoxicidade
e ototoxicidade. No que se refere a ototoxicidade, o uso de aminoglicosideos pode levar
a ma disfuncdo vestibular e auditiva. No caso da nefrotoxicidade, de 8% a 26% dos
pacientes tratados com algum antibiético da categoria dos aminoglicosideos
apresentam disfuncdo renal branda (CURTIS, SUTTER, WALKER, HOFFMAN,
1999;GOODMAN, 1996) .

Nos anos 50, com o aparecimento de novas cepas resistentes, e um alto indice
de toxicidade da estreptomicina, esta droga foi substituida por uma combinacao de
rifampicina, isoniazida e pirazinamida no combate a TB, combinacéao utilizada até hoje (
GOODMAN, 1996).

Seu uso, porém, tem grande importdncia no campo veterinario onde a
estreptomicina passou a ser utilizada associada a outros antibidéticos (GOODMAN,
1996). Esta associacdo é feita principalmente com penicilinas onde se obtém uma

rapida absorcdo devido associacdo com penicilina potassica, e ao mesmo tempo
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uma absorc¢ao lenta devido associagao com penicilina benzatina (GOODMAN, 1996).

Esta associacdo é cientificamente reconhecida e tem por objetivo ampliar o
espectro bacteriano, evitar o aparecimento de cepas resistentes e reduzir o toxicidade
(GOODMAN, 1996).

Quimicamente a estreptomicina € classificada com um antibidtico
aminoglicosideo, sendo caracterizada como um polication contendo aminoacgucares
ligados por ligagdes glicosidicas a um nacleo hexose ou aminociclitol, que no caso da
Estreptomicina é a estreptidina e para os demais aminoglicosideos €& a
desoxiestreptamina (GOODMAN, 1996). A predominancia das espécies carregadas
desses compostos em solucdo faz com que sejam pouco absorvidos via oral, mas
rapidamente absorvidos via intra muscular atingindo uma concentracdo plasmatica
dentro de 30 a 90 minutos (GOODMAN, 1996).

Estes antibioticos podem ser produzidos por processo quimico, porém a
fermentacao € um processo mais rapido e assim mais econémico.

Waksman et al , classificaram a estreptomicina como base orgéanica soluvel em
agua. No estado sélido, a estreptomicina esta usualmente na forma de cloridrato,
sulfato ou fosfato, e em relacdo a sua solubilidade, sdo soluveis em agua e insoluveis
em cloroférmio, élcool e éter (MARTINDALE, 1996).

Em 1945, Carter et al desenvolveram métodos de isolamento e purificacdo da
estreptomicina por cromatografia em colunas de alumina .

A diidroestreptomicina € um antibiético aminoglicosideo, porém pouco utilizado
devido a elevada ototoxicidade. No entanto, é utilizada na maioria das vezes associada
a outros antibidticos. Sua estrutura quimica € muito similar aquela da estreptomicina

(Figura 1), diferindo apenas no grupo funcional, estreptose (GOODMAN,1996).

1.2 Quantificacao da Estreptomicina

Atualmente, os carboidratos sdo de grande importancia por estarem presentes

em varios campos, como bioquimica, biologia, farmacia biotecnologia e alimentacao.
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Figura 1: Comparacdo entre as estruturas da estreptomicina e diidroestreptomicina. A regido
tracejada € o grupo funcional que diferencia esses antibiéticos. Fonte: (do autor)

As técnicas mais utilizadas para a determinacdo de carboidratos séao
cromatografia de camada fina, cromatografia gasosa e cromatografia liquida de alta
eficiéncia (JAGER, 2001).

No caso de antibiéticos aminoglicosideos, a quantificacao também pode ser feita
por diversos métodos, principalmente por espectrofotometria molecular e HPLC.
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Dentre os métodos espectrofotométricos recomendados pela Farmacopéia
Brasileira , cita-se a formacao de maltol pela hidrolise da estreptose em meio alcalino a
quente e reacao com ferro (lll), a quantificacdo através da reacao de Sakaguchi,
envolvendo o grupo guanidinico da estreptomicina; e por fim, a reagao da glucosamida
com acetilacetonato a quente (KOROLKOVAS, 1988).

Todos os métodos citados ndo distinguem diretamente a estreptomicina da
diidroestreptomicina. Os produtos da hidrolise em meio acido de cada antibiético
apresentam maximos de absorcdo em 265 nm, no caso da diidroestreptomicina e
maximos de 245 e 315 nm e um vale em 285 nm para o produto da estreptomicina. A
redissolucao seletiva de diidroestreptomicina pode ser realizada em meio de cloreto de
sbédio. Apenas este antibidtico € sollvel em n-propanol. A reacdo de Sakaguchi é,
entao, realizada nesse meio.

Andlise de antibi6ticos em formulagcéo requer um método seletivo e rapido devido
ao fato dos varios antibioticos terem sérios problemas de estabilidade.

A identificacado e separacao destes antibidticos aminoglicosideos apresenta bons
resultados quando feita por cromatografia de troca ibnica , cromatografia de fase
reversa, cromatografia de fase normal e eletroforese capilar, sendo a analise feita em
amostras de formulac¢des e nao formulagdes, ou mesmo ainda para fluidos corpoéreos
ou alimentos.

Estreptomicina e diidroestreptomicina foram separadas por cromatografia de par
idnico fase reversa por Wall, onde acido hexanossulfénico foi usado como um reagente
para formacao de par idbnico usado em solucao aquosa de acetonitrila. Varias condicdes
experimentais (tipos de coluna e fase movel)foram apresentadas.

Segundo Dutch Food & Non-Food (GAUDIN, 2005) o nivel maximo permitido de
residuos aminoglicosideos de estreptomicina e diidroestreptomicina em leite é de 200
Mo/kg. Estes residuos tém sido analisados utilizando métodos ELISA (GAUDIN, 2005);
HPLC associada a espectrofotometria de massa inclusive com derivatizacdo em pré-
coluna com fenilisocianato (KIM,2003); TLC de fase normal e de fase reversa
(BHUSHAN & ARORA, 2001).

Devido ao fato dos aminoglicosideos formarem complexos entre os grupos
aminicos e cobre(ll), (YANG & TOMELLINI, 2001) propuseram um método de HPLC
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com deteccao indireta por fluorescéncia, baseado na destruicdo, pelo antibiético, do
complexo de cobre (Il) com L-triptofano (L-Trp), o (CuTrp®*), que é fluorescente. Desta
forma, ha uma diminuicdo da intensidade de fluorescéncia com o aumento da
concentracéo do aminoglicosideo no meio.

Arrowood ,(ARROWOOQOD,1991) quantificou estreptomicina em injetaveis por
cromatografia gasosa, mediante a hidrélise do antibiético seguida da extracdo em
cloroférmio do maltol. Este dltimo foi derivatizado, formando o silil-éter do maltol e
determinado utilizando naftaleno como padrao interno

Um estudo da caracterizacdo estrutural da estreptomicina foi feito por
espectroscopia na regiao do espectro UV-visivel-1V . Neste estudo amostras do farmaco
foram solubilizadas em agua com valor de pH 7 e em solugdo aquosa de acido acético
2% v/v (pH 2,80). O composto apresentou bandas de absorcdo em 220 e 310nm, em
pH 7, caracteristicas das transi¢des eletrénicas p-p* e n-p*, associadas aos grupos C=N
e C=0 presentes no farmaco, respectivamente. Ja em meio acido, ocorreram absor¢des
em 230, 280 e 320 nm.

A eletroforese capilar € uma 6étima alternativa para a determinacao de
carboidratos proporcionando rapidez, reprodutibilidade exatidao e precisao.

Wallingford e Ewing (KUHN,1991) verificaram que a mobilidade eletroforética da
estreptomicina é influenciada por borato, provavelmente devido a complexacdo deste
com as hidroxilas vicinais da estreptomicina, o que tornaria viavel a determinacao de
estreptomicina por eletroforese capilar a partir da complexacdo com borato e detecgao
direta com UV (KUHN, 1991).

A resolucdo da diidroestreptomicina foi possivel pela adicdo do surfactante
catibnico miristiltrimetilaménio, pela inversdo do fluxo eletroosmético e, portanto,
revertendo a ordem de migracdo. Isso fez com que as impurezas da estreptomicina
migrassem antes do pico principal.

E importante citar que tanto a estreptomicina como a diidroestreptomicina tém
grande importancia na separagcao de compostos quirais (LIE, COSTAPINTO) por
eletroforese capilar devido a sua propriedade de enantiosseletividade, comportando —
se como seletores quirais (ABOUL, 2000; DESIDERIO, FANALI, 1998; NISHI, 1996).
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1.3 Eletroforese Capilar

A eletroforese é uma técnica de separagcdo amplamente utilizada estudos
bioquimicos e se baseia na separacao de moléculas carregadas sob a influéncia de um
campo elétrico (ALTRIA, 2003; ALTRIA, 1996; CAMILLERI,1993; COLOMBARA, 1997,
HERJETEN, 1981).

A técnica de eletroforese mais conhecida e utilizada para a separacao de
compostos biologicamente ativos como proteinas e enzimas € a eletroforese em gel ou
slab gel, onde se utiliza de placas com filmes de gel de alta porosidade. Uma
desvantagem desta técnica é a uma possivel degradacao dos compostos, distor¢cao de
bandas, etc. causado pelo aquecimento do meio devido ao efeito Joule, que aumenta
com o0 aumento da concentracao de ions no meio.

Com a finalidade de minimizar os efeitos causados pelo efeito Joule, Hjertén
(1981) propbs um sistema de eletroforese onde a separacao ocorria dentro de um tubo
de pequeno diametro sob rotacao. Ele estudou capilares com didmetros na faixa de 25-
100 um, observando uma diminuicdo da dissipacao de calor em decorréncia da relacao
entre a area de contato e o volume interno do capilar.

Jorgenson e Lukas (JORGENSON,1981) propuseram a forma atual da
eletroforese utilizando capilares com didmetros de 50-75um sem a rotacdo dos
mesmos.

Em 1984 foi proposta a cromatografia capilar eletrocinética micelar (MEKC)
visando a separacdo de compostos neutros, onde, com auxilio de surfactantes em
concentragdes acima da concentragao critica micelar, € formado um sistema bifasico
onde as micelas se movimentam em direcdo do detector, permitindo a separacao dos
analitos por diferengas na sua particao entre a solucdo aquosa e as micelas, alterando
assim suas velocidades.

A partir do inicio dos anos 90 esta nova técnica tornou-se comercialmente viavel

e 0 sucesso desta técnica é devido a suas simplicidade, rapidez e economia,
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principalmente quando comparada com a HPLC (ALTRIA, 2003; ALTRIA , 1996;
CAMILLERI, 1993; COLOMBARA, 1997; GORDON, 1988).

1.4 Principio da Técnica

O principio da técnica de CE se baseia na mobilidade eletroforética efetiva dos
analitos devido a aplicacao de uma tensao elétrica entre solugdes nas extremidades do
capilar e devido as caracteristicas idnicas dos analitos, eletrélitos, e parede do capilar
(JAGER ;TAVARES, 2001; LANDERS, 1997; REINHARD, 1993 ;SANTORO, 2000;
WEINHBERGER, 1993 ; SANTOS, NERENBERG, 1968).

O capilar, de silica fundida, usualmente de 50 a 100 um de diametro interno e
cerca de 375 um de didmetro externo revestido por um filme de poliimida para auxiliar
na resisténcia mecénica . Devido a grande absorcao de UV pela poliimida, é necessario
criar uma janela no capilar para ocorrer a deteccédo, ou seja, uma pequena regidao do
capilar (1-2 mm) onde ndo ha o revestimento pelo filme. O comprimento do capilar varia
de 25 a 100 cm, enquanto que o detector fica posicionado a cerca de 10-20 cm do final
do capilar (JORGENSON, 1981 ; KUHN, 1993; LANDERS, 1997; REINHARD, K, 1993).

Cada extremidade € entdo introduzida em um reservatério com eletrélito
contendo eletrodo, geralmente de platina, nos quais é aplicada uma tensao elétrica.

Apo6s a aplicagdo de uma tensdo elétrica da ordem de 5 a 30 kV entre os
eletrodos de platina, ocorrem movimentos eletroforéticos e eletroosméticos levando a
separacao dos analitos que se move em direcdo ao eletrodo apropriado passando pelo
detector .A corrente elétrica gerada, na faixa de 10 a 300 pA, dependendo do eletrélito
utilizado e tenséo elétrica aplicada.

Antes da utilizacdo do capilar, 0 mesmo deve ser pré-condicionado, para manter
as paredes de silica no mesmo estado a cada corrida eletroforética. Esse
condicionamento € realizado usualmente lavando o capilar internamente com um

volume de NaOH 100 mmol/L (ou menor) equivalente a 5 a 15 volumes do capilar,
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seguido do mesmo volume de agua. Em alguns protocolos, é utilizado HCI também. Em
seguida o capilar € lavado com o eletrélito que sera usado na separacao.

Assim como em HPLC, uma enorme gama de detectores podem ser utilizados
em EC, tais como aqueles baseados na absorcdo na regido do  UV-visivel,
fluorescéncia, fluorescéncia induzida por laser, espectrometria de massas,
condutividade, amperometria, radioatividade, indice de refracdo, dicroismo circular e
Raman (FRACASSI, 2003).

A escolha do detector depende das propriedades do analito e da faixa de
concentragdo de interesse. A Tabela 2.1 relaciona o tipo de detector e a faixa de
concentracao do soluto ideal para a utilizagao.

Usualmente a maior parte dos equipamentos comerciais oferece detectores UV-
visivel de feixe simples, além de detectores diode array operando em um comprimento
de onda de 190 a 760 nm. Isto por que grande parte das andlises podem ser realizadas
com estes tipos de detectores.

Tabela 1: Detectores utilizados em EC e faixa de limites de deteccéo .
Fonte: (do autor)

DETECTOR LOD (mol/L)
Absorcdo no UV — vis 10°-10°%
Fluorescéncia direta 107 -107°
Fluorescéncia induzida por laser 10" -107°
Amperometria 10%-107°
Raman 10°-107
Espectrometria de massas 104 -107°

Antes da anélise da substancia, € importante se ter algumas informacées sobre a
amostra para assim determinar o melhor modo de eletroforese capilar a utilizar, como

por exemplo:
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¢ a estabilidade térmica dos analitos

%* 0s outros componentes que podem estar incorporados na amostra
%* o0s tipos e os valores de pKa dos grupos ionizaveis

«» presenca de proteinas ou peptideos

¢ solubilidade dos analitos

**» maximos de absorgao

Tendo estas informacdes é possivel se fazer um diagrama de como proceder
em uma analise em eletroforese capilar com deteccdo no UV-visivel, como

apresentado na Figura 2.

Caracterizacao dos analitos
e espectros de absorgao

e caracteristicas acido-base de Bronsted

Selec¢édo do comprimento de onda

Selecao do pH de separagao

Selecao de Caracteristicas de Separacao
e temperatura
e tensao
e tempo de corrida

e volume de amostra

Figura 2: Diagrama Simplificado de etapas do desenvolvimento de um método de separagao
em EC com deteccao UV-vis. Fonte: (do autor)

1.5 Aplicacoes da Eletroforese Capilar
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Inicialmente a aplicacéo da eletroforese em gel esteve restrita para biomoléculas
como proteinas e peptideos, enquanto que as pequenas moléculas ou ions de interesse
farmacéutico ou agroquimicos eram analisados por outras técnicas, tais como HPLC
(SANTORO, 2000 ; TAVARES, 1997).

A eletroforese capilar permitiu a aplicacdo para diversos tipos de analitos.
Atualmente ela vem sendo utilizada em praticamente todas as areas pois a eletroforese
capilar permite a analise de ions inorganicos e organicos, tais como: acidos organicos,
farmacos, de DNA e acidos nucléicos (onde até entdao eram analisados em eletroforese
em gel) etc, além de espécies neutras em meio micelar, como por exemplo, a analise
de hidrocarbonetos aromaticos e vitaminas (ROCHA, 2005; JORGENSON, 1981 ;
LANDERS, 1997 REINHARD, 1993).

O interesse em se analisar o DNA por EC é tdo grande que ja existe
comercialmente kits padrao incluindo solu¢cdes de poliacrilamida ou celulose. Neste
caso os capilares utilizados sao geralmente revestidos a fim de eliminar o EOF.

A aplicagdo da EC também envolve analises forenses e em toxicologia clinica,
com a validacdo de métodos para a determinacao de drogas de abuso ou ilicitas em
amostras biolégicas incluindo sangue, saliva e cabelo.

Vale ressaltar que analitos com baixa absortividade molar podem ser detectadas
com detector UV-visivel utilizando baixo comprimento de onda no UV, ou por deteccéao
indireta e finalmente, por derivatizagcdo em pré-coluna, além do que outros detectores,
tais como amperométricos ou fluorimétricos também podem ser utilizados.

Um estudo feito por Kuhn ( 1991) demonstrou que o uso de borato favorece a
separacao de carboidratos pela formacao de anions complexos de boro com o grupos
hidroxilas vicinais, e a derivatizagdo para sua determinacdo. Apds comprovar a
complexagcdo e determinar as constantes de estabilidade por método polarimétrico,
Bdeseken (KUHN, 1991), concluiu que para carboidratos ciclicos contendo apenas
grupos hidroxilas vicinais com configuracdo ‘cis’ formam complexos estaveis. As

equacoes do equilibrio podem ser representadas:
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B(OH)4 (ag) + Liaa) = B(OH)2L (aq) + 2H20y)

B(OH).L + L <= BLy + 2H.0

onde L é o poliol R(OH)., ou seja, um composto com duas hidroxilas vicinais.

Doze aminoglicosideos foram estudados e separados por EC com complexacao
com boro e deteccado indireta . A quantificacdo da diidroestreptomicina e da
estreptomicina na faixa de 0,050 a 1,0 mg/mL foi realizada em 160 mmol/L boérax
(KUHN, PAULUS, GASEMANN, WIDMER, 1996).

ions metalicos e pequenos fons organicos e inorganicos também estdo sendo
analisados por EC tendo excelente aceitacao, principalmente devido a solucéo teste ser
usualmente aquosa e devido o soluto ser pequeno. Geralmente estes analitos ndo tem
cromoforos e sao detectados utilizando deteccao UV indireta .

As andlises de produtos farmacéuticos sdao predominantemente realizadas
usando HPLC, incluindo andlise do componente principal da formulacdo, das
impurezas, separagdo quiral e quantificagdo de metais. Porém, estas andlises séo
totalmente viaveis em EC, sendo atualmente ndo sé validadas como ja sendo incluidas
com sucesso em bases de referéncia .Uma grande vantagem é que a maioria das
drogas farmacéuticas apresentam comportamento acido-base de Bronsted, muitos dos
quais apresentam grupos aminicos protonaveis.

Em relagédo as impurezas de produtos farmacéuticos, tem sido relatados estudos
onde € possivel uma determinacdo de 0,1% area/area, como por exemplo, a
determinacao de impurezas de salicilamida em meio micelar de SDS .

A separagdo de compostos insolluveis usualmente envolve o uso de um co-
solvente e meio micelar (devido a auséncia de carga), enquanto que drogas
farmacéuticas quirais produzidas como misturas racémicas ou algum excesso
enantiomérico tem sido analisada por EC e tem apresentado separacées muito boas
em tempo relativamente curtos (em comparacao com HPLC) assim como baixo custo

de analise, grande simplicidade e robustez. Da mesma maneira, separa¢ao de drogas
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quirais em fluidos também ja foi relatada, tendo como exemplos a determinacao de
enantienémeros de dimetindena na urina ou a determinac¢édo da leucovorina no plasma (
KIM, 20083).

Assim como em outras técnicas de eletroforese, a eletroforese capilar pode ser
usada em diferentes modos: eletroforese de zona (CZE), com focalizacdo isoelétrica
(IEF), e isotocoforese (ITP). A eletroforese capilar de zona pode ainda ser divida em
eletroforese capilar de zona livre (FSCE), cromatografia eletrocinética micelar (MEKC),
eletrocromatografia e eletroforese capilar em gel.

Para a industria farmacéutica a principal referéncia é a International conference
on Harmonization que contém varias recomendagdes em relacdo as caracteristicas a
serem testadas para a maioria dos procedimentos analiticos em um laboratério
farmacéutico. Sendo assim, & importante relatar sobre os procedimentos para a
validacdo da eletroforese capilar onde inclui testes de seletividade, linearidade,
precisdo, exatidao, robustez, limites de deteccdo e quantificacao (ALTRIA, 2001;
RIBANI et al., 2004).

A seletividade, por exemplo, segundo literatura descreve como a habilidade do
método de descriminar o analito frente a todas as substancias interferentes. Para o
método de identificacdo, a seletividade é obtida comparando a resposta da amostra
contendo somente o0 analito em questdo com a resposta da amostra. No método de CE,
este teste é feito injetando uma solucdo teste com produtos de degradacdo. E
importante que se faca uma andlise sob condicbes de stress onde se altera pH,
temperatura, umidade e luz. Outra forma de validar a seletividade é comparar o
espectro de absorcao do pico na solucao de referéncia e do mesmo pico na amostra. A
similaridade do espectro esta associado a esse conceito. Neste caso, é necessario o
uso de um detector diode array incorporado a eletroforese capilar.

A robustez, por outro lado, relata a capacidade do método em permanecer
inalterado com pequenas, mas deliberadas varia¢des introduzidas nos parametros do
método. Em EC o teste de robustez detecta fatores que podem influenciar o
doseamento a sensibilidade e a seletividade.



28

1.6 Eletroforese Capilar de Zona (CZE)

A instrumentacdo da EC envolve uma fonte de alta tensdo, um capilar de silica
recoberto com poliimida, dois reservatérios para os eletrélitos e que acomodam o
capilar e os eletrodos e um detector (TAVARES, 1997).

Um efeito muito importante na eletroforese capilar é o fluxo eletroosmatico
(Figura 3). Este fen6meno foi relatado pela primeira vez em meados de 1808 por Reuss
e estudada por varios pesquisadores, inclusive por Helmholtz .Sua aplicagdo em
sistemas de separacao foi proposta apenas em 1952 por Mould e Synge, onde eles
utilizaram um sistema de cromatografia de camada delgada. Este procedimento foi
aperfeicoado por Pretorius 1974, com a aplicagdo em cromatografia de coluna.

O EOF esta relacionado com a formagao de cargas na superficie do capilar em
contato com eletrélito e com o pH do mesmo. Isto ocorre porque a parede do capilar
contém grupos silandis (SiOH), que, quando em contato com solu¢cdes com pH acima
de 3 se dissociam resultando em uma superficie carregada negativamente, devido ao
seus pKa’s. Em pH abaixo de 3 a ionizagdo dos grupos silandis é tdo pequena que o
EOF é insignificante, enquanto que em pH acima de 9 o EOF é muito elevado,

chegando a valores da ordem de 5.10™cm?/(Vs).

—_
| ANODD ; — s CATODO

Figura 3 : Representagdo do Fluxo Eletroosmético. Circulos com carga representam ions ou
grupos ionizados das paredes do capilar. Setas representam o sentido do movimento. A seta
transparente representa o EOF. Fonte: (do autor)
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Para manter a eletroneutralidade, os grupos silanoatos atraem os cations da
solugdo tampéo havendo assim a formagédo de uma dupla camada da Helmholiz e da
camada difusa de Stern. Com a aplicacado de um campo elétrico, os cations migram em
direcdo ao catodo por eletroforese, e as espécies neutras e anibnicas sao arrastadas
pelo fluxo eletroosmatico, ou seja, sao arrastados pela segunda camada de céations da
parede do capilar.

No caso da polaridade estar direcionada do anodo para o catodo, o que ocorre
na maioria das vezes, 0s anions migram por ultimo devido sua atragao pelo anodo,
porém o EOF acaba prevalecendo e levando os anions em direcao ao catodo.

A magnitude do EOF estd, portanto, diretamente relacionada com o pH do meio,
devido a desprotonacao dos grupos silandis, ou seja, quanto maior o pH maior o EOF,
enquanto que o aumento da forga ibnica promove a diminuicdo deste por alterar o
potencial zeta e diminuir a espessura da dupla camada de céations ( SANTORO, 2000 ;
TAVARES, 1997).

O comportamento do EOF, entretanto, depende também de processos cinéticos
de hidratacao da silica, o que ocasiona a obtencao de diferentes comportamentos de
acordo com o tipo de pré-condicionamento do capilar (JORGENSON, 1981 ; KUHR,
1990; LANDERS, 1997).

A movimentacao dos ions gerada pelo EOF leva a um perfil radial linear, o que
impede a dispersdao das bandas e garante uma alta eficiéncia na separacdo. Isto nao
ocorre, por exemplo na HPLC , onde a movimentacdo do analito ocorre por pressao,
levando a um o perfil de fluxo parabdlico (SANTORO, 2000).

Algumas substancias comumente utilizadas como marcadores de EOF incluem
dimetilformamida, dimetilsulféxido, aldeido salicilico, efc. O requisito principal para a
selecao de uma espécie quimica como marcador de EOF é que no pH de trabalho sua
carga efetiva seja igual nula.

Em EC também é comum a utilizacdo de aditivos com o objetivo de ndo sé
alterar a mobilidade do soluto, mas também para modificar o fluxo eletroosmadtico.
Como aditivos de eletrélitos estdo solventes organicos soluveis, ciclodextrinas
(SALVATORI, 1991), acidos sulfénicos, éteres-coroa e surfactantes entre outros
(TAVARES, 1997).
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A mobilidade eletroforética @ de uma espécie quimica é a razdo entre sua

velocidade linear e a intensidade de campo elétrico aplicado:

= — 2.1
M 5 (2.1)

A mobilidade aparente € a mobilidade resultante da mobilidade eletroforética

efetiva do composto (uer) € do EOF:

/'lapp — :[leﬁ +11'lEOF (2.2)

A mobilidade eletroforética efetiva pode, entdo, ser calculada a partir dos

parametros do sistema de eletroforese:

" = [.L{1 1 03
TVt ty, (2:3)
, onde (I) é a distancia do ponto de injecao até o detector; (L) € o comprimento do
capilar; (V), a tensao elétrica aplicada; (t) tempo de migracédo do composto no sistema
eletroforético e (teor) tempo de migracédo do EOF.

O tempo do EOF é obtido experimentalmente com auxilio de um composto
neutro que seja facilmente detectado.

Uma vez que um composto pode participar de varios equilibrios no meio, tais
como equilibrios acido-base de Bronsted, de complexacao ou de particao, cada espécie
envolvida nesses equilibrios influencia na mobilidade eletroforética aparente desse
compostos. Por exemplo, para um &cido carboxilico HA, é estabelecido o equilibrio
acido base
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HAag) <& A'ag + H'(ag) (2.4)

Assim, a base conjugada (A’)tem uma mobilidade eletroforética (ua-) € o acido
outra (uqa) (embora a udltima, por ser de uma espécie neutra sera igual a zero). A

mobilidade eletroforética aparente sera, portanto:

My =Cp My T Oy My, (2.5)

onde o é o grau de dissociacdo da espécie.

A Equacdo 2.5 também expressa a influéncia do pH sobre a mobilidade
aparente, uma vez que o grau de dissociacao é funcao da constante de equilibrio acido
e do pH do meio .

Para uma espécie poliprotica, a papp € dada pela Equagéo 2.6:

Hupp = Zalll'll (2.6)

O eletrolito utilizado em uma separacédo geralmente é uma solucado tampao, que
deve apresentar um valor baixo de absorbancia no comprimento de onda selecionado
além de uma mobilidade eletroforética baixa ou ao menos semelhante aquela do
analito, evitando assim distor¢des no perfil da banda (TAVARES,1997).

O efeito Joule existente devido a passagem de corrente elétrica através da
solucdo pode ser minimizado de diversas formas: (i) diminuir o campo elétrico, com
consequente aumento do comprimento do capilar (no entanto, esta modificagdo no
comprimento do capilar pode gerar um alargamento de banda); (ii) diminuir o diametro
do capilar; (iii) diminuir a condutividade do eletrolito através do controle da
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concentracdo dos sistemas tampdo, sendo esta Ultima solucdo a mais viavel
(TAVARES,1997).

Assim sendo, a concentragdo da solucdao tampao deve estar na faixa de 5 a 200
mmol/L. Concentragdes muito baixas dos ions no eletrélito podem causar erros devido a
adsorcao dos analitos na parede do capilar (TAVARES, 1997).

Os eletrélitos mais utilizados podem ser vistos na Tabela 2.1 com seus
respectivos pKas. Dentre os eletrélitos inorganicos mais usados estdo os sistemas
tampao borato e fosfato a uma concentracdo de 10 a 50 mmol. Sistemas tampao
bioldgicos como CAPS e TRIS podem ser usados em altas concentragdes devido sua
baixa condutividade porém possuem alta absorcdo UV, quando comparados com
eletrélitos inorganicos (TAVARES, 1997).

As propriedades do eletrélito como pH e forgca i6nica (devido a alteracdo nos
coeficientes de atividade) afetam tanto a seletividade como a eficiéncia do processo.

TABELA 2: Relacéo de eletrolitos mais utilizados com
seus respectivos valores de pKas Fonte: (do autor)

Eletrdlito Pka
Fosfato 2,12
7,21
12,36
Citrato 3,06
5,40
6,40
Acetato 4,75
MES 6,15
PIPES 6,8
ACES 6,9
Borato 9,24
Tris 8,3
HEPES 7,55

CAPS 10,4
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O pH talvez seja o parametro mais importante na otimizagcdo em EC, pois como
apresentado influencia tanto na distribuicdo de espécies com diferentes cargas em
solucao (Equacdes 5 e 6) quanto os grupos silandis das paredes do capilar.

Na Tabela 3 sdo apresentadas faixas usualmente utilizadas para os sistemas
tampao e seus cufoff, ou seja, os comprimentos de onda minimo para o trabalho em
EC.

A forca ibnica também apresenta grande influéncia na separagcdo e na
comparacao de eletroferogramas realizados com diferentes condicées experimentais,
uma vez que o mesmo esta associado a mudancgas na condutividade molar dos ions (e
assim da mobilidade eletroforética) quanto das suas atividades, alterando assim suas

distribuicoes de espécies.

Tabela 3 : Relacao de solugdo tampao de maior uso em com
suas respectivas faixas de pH e valor de comprimento de onda

Tampao Faixa de pH A
minimo/nm*
Fosfato 1,2-3,2;6,1-8,1;11-13 195
Citrato 3,06-5,40 260
Acetato 3,76-5,76 220
MES 5,15-7,15 230
PIPES 5,80-7,80 215
Tricina 7,15-9,15 230
Tris 7,30-9,30 220
Borato 8,14-10,14 180
CHES 9,5 <190

O ajuste da forca idnica (I) (Equacbes 2.7 e 2.8) da solucdo tampao se faz
necessario, portanto, para que os valores de mobilidade eletroforética sejam

comparaveis em diferentes condigdes experimentais. E usualmente realizada a
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correcao da forca ibnica com a adicao de um eletrélito inerte, tais como perclorato de

sédio, nitrato de sédio ou potassio, cloreto de sodio, efc.

1 .

, onde « é o grau de dissociacao do ion J; [i], a sua concentracdo no equilibrio; C,
a concentracao analitica e za sua carga.

Além disso, 0 uso de aditivos no eletrélito é realizado para elevar ou para obter
uma seletividade diferenciada na separacao. Alguns dos aditivos utilizados podem ser
vistos na Tabela 2.3 , onde ha a relacao do aditivo e sua funcao para a analise.

TABELA 4: Aditivos utilizados na EC e sua respectiva fungéo

ADITIVO FUNCAO
Sais inorganicos Hidratacado de proteina e alteragdo do EOF
Solventes orgéanicos Solubilizacao do analito e alteragdo do EOF
Uréa Alteracao do EOF
Acido sulfénico Agente de interacao hidrofobica
Surfactantes catidnicos Interacao hidrofobica
Derivados de celulose Reducéo de EOF
Aminas Interacdo com analito

Tanto a injecdo da amostra como o tempo de migracdo do soluto séo
dependentes da temperatura, havendo assim a necessidade de se manter a
temperatura constante durante a analise. A temperatura empregada fica na faixa de 20
a 50°C. O estudo da influéncia da temperatura no interior do capilar sobre o tempo de
migracdo dos solutos deve ser realizado, uma vez que a mobilidade eletroforética
aumenta em uma proporcao de 2% por °C(Camilleri, 1993).

A amostra a ser analisada pode ser introduzida de trés diferentes formas, sendo
por gravidade, hidrodindmica e eletrocinética. Todas envolvem a imersdo do final do

capilar na solugédo contendo a amostra em questao.
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No mecanismo de introducao hidrodindmica o capilar é introduzido na solugao
contendo a amostra e uma pressao é aplicada. O volume injetado por unidade de

tempo pode ser calculado pela seguinte equacao:

4
V. d—-AP-2,479.10‘7

t L (2.9)

Onde V = volume em pL, t = tempo em s; d = didmetro interno do capilar em pm;
A P = variagdo da pressao em mbar

Por injecao gravitacional, o capilar € mergulhado no reservatério da amostra que
€ mecanicamente elevado a cerca de 5 cm acima do nivel do reservatério com o
tampao por um tempo de cerca de 10 segundos. Este procedimento € mais usual em
equipamentos homemade, pela dificuldade de obter pressédo reprodutivel de ar de
maneira simples (SANTORO,2000).

Pela injecao eletrocinética, o capilar e o0 anodo sdo mergulhados no reservatorio
da amostra e uma tensdo é aplicada em seguida. A migracao dos ions da amostra
ocorre devido a mobilidade eletroforética e eletroosmética.

1.7 Cromatografia Capilar Eletrocinética Micelar (MEKC)

Em virtude das limitacbes da EC em relacédo a substancias neutras apolares, ou
seja, devido a auséncia de carga essas espécies sdo carregadas juntas pelo EOF, foi
desenvolvida uma nova técnica chamada cromatografia capilar eletrocinética micelar.

A MEKC foi proposta em 1984 por Terabe et al (SANTORO, 2000). Nesta
técnica, é adicionado ao eletrdlito de corrida um surfactante ibnico com concentracao
acima da concentragdo micelar critica levando a formagdo de um sistema
cromatografico de duas fases, podendo se considerar um sistema analogo ao
cromatografico. A fase primaria deste sistema é composta do solvente que é

transportado eletroosméticamente sob um campo elétrico, enquanto que a fase
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secundaria é formada pelas micelas que sao atraidas pelo eletrodo adequado
(SANTORO, 2000).

Os compostos hidrofébicos, devido ao equilibrio de particao entre a solucéao
aquosa e o interior da micela, permanecem mais tempo na micela e migram mais
lentamente em direcdo ao detector, enquanto que compostos ibnicos sdo separados
por eletroforese (SANTORO, 2000).

Diferentes seletividades podem ser alcancadas com diferentes surfactantes
como por exemplo: surfactantes aniénicos como sal de bile ou dodecilsulfato de sédio
(SDS); surfactantes catibnicos como o brometo de cetiltrimetilamoénio (CTAB), ou ainda
surfactantes neutros como o Twen (SANTORO, 2000).

A seletividade pode ser manipulada por diversos fatores como a concentracao do
surfactante, adicao de uréia, adicao de ciclodextrina, alteragdo da temperatura, pH e ion
do eletrdlito.

Este método tem como vantagem promover a separacao de solutos ibnicos além
de promover a separacao de compostos neutros de forma seletiva (SANTORO,
M.,l.,.R.,M., 2000).

1.8 Focalizacao Isoelétrica Capilar

Neste método as substancias sdo separadas pelo seu ponto isoelétrico — pl.
Substancias com diferentes pl como proteinas, peptideos, aminoacidos e alguns
farmacos podem ser analisados por este método.

Nesta técnica o capilar € preenchido com um composto anfélito e com a amostra
e a separacao é feita em duas fases, sendo a pré focagem e a mobilizagcdo. Uma
corrente elétrica é entao aplicada e os anfélitos criam um gradiente de pH e forcando a
migracao dos analitos em direcdo ao seu ponto isoelétrico, onde apresentam uma carga
liquida igual a zero. Atingindo o pl, € estabelecido um estado estacionario onde a
mobilidade do composto tende ao EOF (SANTORO, 2000).
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1.9 Isotacoforese Capilar

Esta técnica se baseia nos principios da CZE , onde a separacao se da pela
diferenca de mobilidade efetiva de cada ion apés a aplicacao de um campo elétrico.

Tanto o anodo como o capilar sdo preenchidos com eletrélito denominado
eletrdlito lider, onde os anions possuem mobilidade efetiva maior que qualquer espécie
presente na amostra. Ja os cétions presentes no eletrdlito lider deve possuir poder
tamponante no pH utilizado.

O catodo é preenchido com eletrélito denominado eletrélito terminador, onde os
anions presentes possuem mobilidade efetiva mais baixa do que qualquer outra espécie
(SANTORO, 2000).

E aplicado entdo uma corrente elétrica onde anions migram em diferentes
velocidades, porem nunca ultrapassando os anions do eletrélito lider mas sempre
chegando primeiro que os anions do eletrélito terminador. Sendo assim, a mistura de
zonas da amostra permanece entre o eletrdlito lider e o terminador, sendo estas zonas
ordenadas de acordo com a mobilidade (SANTORO, 2000).

1.10 Eletroforese Capilar em Gel
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Nesta técnica a separacao se da pelo tamanho do soluto que migra através dos
poros do capilar que é preenchido com gel. Estes géis devem ter boa estabilidade
térmica, tamanho de poros uniforme ( SANTORO, 2000).

Na eletroforese capilar em gel os compostos analisados devem ser carregados
uma vez que compostos neutros ndo migram através do gel devido a supressao do
EOF (SANTORO, 2000).

Os compostos geralmente analisados por esta técnica sdo oligonucleotideos,

fragmentos de DNA, além de proteinas.

1.11 Eletrocromatografia Capilar

O capilar é preenchido com uma fase estacionaria e a separagcado ocorre por
processos eletroforéticos e interagcdo cromatografica, como particdo, adsorsao e
permeacado em gel por meio de um capilar (SANTORO, 2000).

Diferentemente da cromatografia liquido onde ao fluxo é gerado por a aplicacao
de pressao, na eletrocromatografia capilar a fase mével migra ap6s aplicacdo de um
campo elétrico (SANTORO, 2000).
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2 OBJETIVO

O objetivo do trabalho foi o estudo da influéncia do pH sobre a mobilidade
eletroforética de espécies presentes em formulacbes, a citar: estreptomicina,
dihidroestreptomicina, benzalpenicilina, procaina e benzatina, estimando seus valores

de pKa e avaliando condi¢des para separacgao eletroforética destes componentes.
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3 METODO

3.1. Padroes e reagentes

Todas as solugdes foram diluidas em agua tipo 1 (ou tipo Milli-Q) (Gehaka Ultra
System) e o pH corrigido com NaOH ou HCI, conforme a necessidade.

% Solucao Tampao Borato 50mmol/L
Uma massa de 0,3091g de H3BO; (J.T.BAKER)foi dissolvida em 50mL de agua.
O pH foi ajustado com NaOH na faixa de 8,0 a 9,5, completando em seguida com agua
em quantidade suficiente para 100 mL.
% Solucao Tampao Fosfato 50 mmol/L
Uma massa de 0,3549g de Na,HPO, (J.T.BAKER)foi dissolvida em 50mL de
agua. O pH foi ajustado com HCI em uma faixa de 6 a 8, completando em seguida com

agua em quantidade suficiente para 100 mL.

% Solucao Tampao Carbonato 50 mmol/L
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Uma massa de 0,2649g de Na>CO; (J.T.BAKER)foi dissolvida em 50mL de agua.
O pH foi ajustado com HCI em uma faixa de 8,0 a 9,5, completando em seguida com
agua em quantidade suficiente para 100 mL.

% Solucao Tampao Acetato 50 mmol/L

Uma massa de 0,4101g de acetato de sodio foi pesada e dissolvida em 50mL de
agua. O pH foi ajustado com HCI na faixa de 5,0 a 5,5, completando em seguida com
agua em quantidade suficiente para 100 mL.

Solucoes Tampao com forca idnica ajustada

Inicialmente, foi calculada a forca ibnica de cada sistema tampao preparado de
acordo com as indicagdes do item anterior. Para isto as concentracdes das espécies em
solucdo foram calculadas a partir dos graus de dissociagdo e quando necessario do
balanco de carga. Os graus de dissociacdao para cada valor de pH foram calculados
com auxilio do software AlfaCalc 1.3

As solugbes tampao foram preparadas de modo que a forga idnica final das
solucdes, mediante adicao de NaCl, fosse igual a 50 mmol/L.

% Solucao Tampao Acetato de Sédio 50 mmol/L com forca idnica ajustada
Com o ajuste da solucédo acetato de sédio com &cido cloridrico, as espécies
presentes nessa solucao sao acido acético (HAc), acetato (A’), préton, sodio, cloreto e
hidroxila. Assim, as equacdes de equilibrio sao:
H20¢ < Hag+ OH(aq)

Onde [HA] = 0, Ca e[A]=a Ca

A concentracao de cloreto é calculada através do balanco de carga:
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[CI=[Na'] + [H"]-[OH] - [A]
[CI_] = Ca + 10-pH - 10(pH_pKW)- a1 Ca
[CIT = Ca(1-04) + 10" - 10PHP)

A forga ibnica inicial do tampéao é calculada através de

| = %2 (10PH + 10PHPKY 4 (14 o) C4 +[CI)
Substituindo-se a expressao determinada para [Cl] e fazendo-se as devidas
simplificagdes, a expressao geral para calculo da forga ibnica inicial, no tampao acetato

50 mmol/L, assume a forma geral
| = (107" + Cy)
Neste sistema tampao, portanto, considerou-se que em cada valor de pH a forca

idnica | foi numericamente igual ao valor da concentragdo analitica do tampéao, nao

sendo necessaria a adicao de NaCl.

% Solucao Tampao Borato 50 mmol/L com forca idnica ajustada

A solucao foi formada pela adicao de acido bérico e ajuste do pH com NaOH.

Assim, as espécies em solugdo sdo: H;BO; B(OH), , OH; Na*e H".

Desta maneira, as equacgdes de equilibrio séo:

H3 BO3 (aq)t H20(|) <—>B(OH)4_(aq) + H+(aq) pKa = 9,236
Onde [B(OH)4] = o Ca

A concentracao de ions sodio é calculada através do balanco de carga:
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[Na+]= [OHT + [B(OH)4] - [H']

[Na+]= 10PFPY) 4 gy Cy 4 40"

A forga ibnica inicial do tampéao é calculada através de

| = 12 (10PHPKY) 1 10PH 1oy Cy +[Na'))

Substituindo-se a expressao determinada para [Na'] e fazendo-se as devidas

simplificagdes, a expressao para calculo da forga ibnica inicial, neste caso, assume a

forma geral

| = (10PHPKY) L0, Cy)

Na Tabela 5, sdo apresentados os valores de massa de NaCl expressos em g
empregados para o ajuste da forca ibnica em 0,05 mol/L em cada valor de pH do

sistema tampao.

Tabela 5: Valores de forca i6nica inicial do tampao borato 50 mmol/l em diversos valores de
pH e valores de massa de NaCl adicionados para ajuste final da forga ibnica. Fonte (do autor)
massa de NaClVolume de

PH Oly lcaic /(mol/L) adicionada/g solucdao/ mL I, /(mol/L)
8 0,05490 0,0027 0,2762 100 0,05
8,5 0,15520 0,0078 0,2468 100 0,05
9 0,36740 0,0184 0,1848 100 0,05
9,5 0,64750 0,0324 0,1028 100 0,05
10 0,85310 0,0428 0,0423 100 0,05
10,5 0,94840 0,0477 0,0132 100 0,05
11 0,98310 0,0502 0 100 0,05

% Solucao Tampao Na,CO; 23,5 mmol/ L com forga idnica ajustada
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Esta solucdo tampéao foi preparada pela dissolucdo de carbonato de sodio e
ajuste do pH com &cido cloridrico. Assim, as espécies formadas em solucdo foram:
H.COs3; HCO3'; COs%; HY; OH;Na* e CI

Consequentemente, as equacoes de equilibrio sao :

H.COs3; «HCO3 + H"  pK; =6,352

HCOs -COszZ+ H;  pKz = 10,329

Onde [HCO37] =0y Cae [COs%] =02 Ca

A concentracao de cloreto é calculada através do balanco de carga:
[CIT=[Na'] + [H"] - [OHT] - [HCO3] - 2 [COs7]

[CI=2C, + 107" - 10PHPKY._ o, C, -2 0 C,

[CIT = Ca (2-04- 2 0p)+ 107P - 10PHPKW)

A forga ibnica inicial do tamp&o é calculada através de
| = 2 (10P" 4+ 10PHPKY) L 0,C, +40 Cat2 Cat [CI)
A expressdo geral para célculo da forga i6nica inicial, neste caso, assume a

forma geral:
| =10 P + Ca(0p+2);

Na Tabela 6, sdo apresentados os valores de massa de NaCl expressos em g
empregados para o ajuste da forga idnica em 0,05 mol/L em cada valor de pH do

sistema tampao.

Tabela 6: Valores de forga idnica inicial do tampao Na,CO; 23,5 mmol/l em diversos valores de
pH e valores de massa de NaCl adicionados para ajuste final da forga ibnica. Fonte: (do autor)

massa de NaClVolume de
pH ol lcaic /(mol/L) adicionada/g solugao/ mL  |p, /(mol/L)
8 0,00456 0,0471 0,0169 100 0,05
8,5 0,01451 0,0473 0,0155 100 0,05
9 0,04469 0,0481 0,0114 100 0,05

9,5 0,12903 0,0500 0,0000 100 0,05




45

% Solucao Tampao Tris C, =50 mmol/L

A solucao foi preparada pela adicdo de acido cloridrico sobre o TRIS
(trishidroximetil aminometano -(COH)3sCNHyna forma desprotonada. Assim, espécies
em solugédo (COH)3CNHz* ou HTris™; Tris. H"; OH"; CI

Desta maneira, as equacgdes de equilibrio séo :

A concentracao de cloreto é calculada através do balanco de carga:

[CI=[H*] - [OHT] + [HTris*]
[CI=10P" - 10PHPKY | o Ca

A forga ibnica inicial do tamp&o é calculada através de

| =12 (10PH + 10PHPW L 0C, +[CI)

Podendo ser resumida na forma geral
| =10 ™" + 0yCa

Na Tabela 7, sdo apresentados os valores de massa de NaCl expressos em ¢
empregados para o ajuste da forga ibnica em 0,05 mol/L em cada valor de pH do

sistema tampao.

Tabela 7: Valores de forga idnica inicial do tamp&o Tris 50 mmol/L em diversos valores de pH
e valores de massa de NaCl adicionados para ajuste final da for¢a ibnica. Fonte: do autor
massa de NaClVolume de

pH ol lcaic /(mol/L) adicionada/g solucdao/ mL I,y /(mol/L)
8 0,54310 0,0272 0,1335 100 0,05
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8,5 0,27320 0,0137 0,2124 100 0,05
9 0,10620 0,0053 0,2612 100 0,05
9,5 0,03620 0,0018 0,0000 100 0,05
10 0,01170 0,0006 0,0000 100 0,05
10,5 0,00370 0,0002 0,0000 100 0,05
11 0,00120 0,0001 0,0000 100 0,05

% Solucao Tampao Na,HPO, 50 mmol/L

Com a adicao do Na,HPO4 e ajuste do pH com &acido cloridrico, as espécies em
solugdo foram HsPQg; HoPO4 ; HPO,® ; PO,% ' H*; OH;Na* e CI. Desta maneira, as
equacoes de equilibrio sao :

H3POuaq) »HPOs ag) + H'ag)  PKi1 = 1,959

H2PO4_(aq)<—> HPO42-(aq)+ H+(aq); ng = 7,125

HPO = PO,> + H*; pKs = 12,23

Onde [H2PO4] =04 Ca. [HPO4*] =02 Ca € [PO4> =03 Ca

A concentracao de cloreto é calculada através do balanco de carga:

[CI=[Na'] + [H"] - [OH] - [H2PO4]- 2 [HPO4*] — 3[PO4*]
[CIT=C4(2-014- 2 00— 3 03)+ 107PH - 1 PH-PKW)

A forga ibnica inicial do tamp&o é calculada através de

| = %4 (2C4 + 10P" + 10PHPY) 4 H,PO,T + 4 [HPO4?] + [PO4*] + [CI)

Substituindo-se a expressao determinada para [Cl] e fazendo-se as devidas
simplificagdes, a expressao geral para calculo da forga ibnica inicial, neste caso,

assume a forma geral

l= (2Ca+ 10"+ 02 Ca .3 03 Ca)
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Na Tabela 8, sdo apresentados os valores de massa de NaCl expressos em g
empregados para o ajuste da forca ibnica em 0,05 mol/L em cada valor de pH do

sistema tampao.

Tabela 8: Valores de forga i6nica inicial do tampao Na,HPO4 50 mmol/L em
diversos valores de pH. Fonte: (do autor)

pH o O o3 I /(mol/L)

6 0,9302 0,06980 0,0000 0,1035

6,5 0,8083 0,19170 0,0000 0,1096

7 0,5715 0,42850 0,0000 0,1214

7,5 0,2966 0,70340 0,0000 0,1352

8 0,1177 0,88230 0,0001 0,1441
OUTRAS SOLUCOES

% Solucdo estoque de orto — toluidina 9,3.10° mol/L
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Um volume de 11 uL de solucdo concentrada de orto-toluidina (9,33 mol/L) foi
diluido em 10 mL de agua. O pH obtido foi de 6,91.

SOLUCAO PADRAO

% Solucao Estoque de Estreptomicina (STR) 1000 mg/L

Uma massa de 0,025g de sulfato de estreptomicina (Aldrich) foi diluida em agua
quantidade suficiente para 25 mL.

% Solucao Estoque de Benzetacil® 600.000Ul/L

Um volume de 4 mL da suspensao de benzetacil (Tabela 9) foi diluido em agua,
mantido em agitacédo e transferido quantitativamente para um baldo volumétrico de 100
mL seu volume completado com agua. A solucao foi filtrada a vacuo em uma membrana

de 0,45 um e armazenada em frasco ambar.

Tabela 9 : Componentes presentes na solugéo
estoque de benzetacil e suas respectivas
concentracoes. Fonte: (do autor)

Componente Concentragéao
Benzatina 352.900Ul/g
Penicilina G 705.900Ul/g

% Solucao Estoque de Despacilina 400.000 UI/L

Um frasco ampola de 2 mL de Despacilina (Tabela 10) foi diluido em agua,

mantido em agitacdo e transferido quantitativamente para um baldo volumétrico de
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100mL seu volume completado com agua. A solucdo foi filtrada e armazenada em

frasco ambar a 4°C.

Tabela 10: Componentes presentes na solugao
estoque de despacilina concentrag¢des. Fonte:

(do autor)
Componente Concentragao
Procaina 352.900Ul/g
Penicilina G 705.900Ul/g

% Solucao de Agrovet

Um volume de 315uL de Agrovet Plus (Novartis) (Tabela 11) foi diluido em agua,
mantido em agitacdo e transferido quantitativamente para um baldo volumétrico de
100mL seu volume completado com agua. A solucdo foi filtrada e armazenada em
frasco ambar a 4°C.

Devido a nao-solubilizacdo do piroxicam presente na formulagdo, houve a

necessidade de filtrag&o.

Tabela 11 : Componentes presentes na solugéo estoque de
Agrovet e suas respectivas concentracdes. Fonte: (do autor)

Componente Concentracao
Procaina 352.900Ul/g
Dihidroestreptomicina 80g/L
Piroxican 69/L
Penicilina G 705.900Ul/g

% Solucao Estoque de Pentabiotico com adicao de padrao de benzatina
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Uma massa de 0,0425de pentabiético foi diluida em 25mL de solugdo estoque
de benzatina 600.000 UI/L (Tabela 12).

A solucéo foi filtrada em membrana de nitrato de celulose 0,45 um de poro.

Tabela 12 : Descrigédo dos solutos presentes no
pentabibtico e suas concentracdes. Fonte: (do autor)

Componente Concentracao
Benzatina 352.900Ul/g
Procaina 176.500U/g
Penicilina G 705.900Ul/g
Estreptomicina 147,1mg/g
Diidroestreptomicina 2147,1mg/g

% Solucao Estoque de Pentabiético com adicao de padrao de benzatina e
dihidroestreptomicina

Uma solugdo estoque de pentabi6tico com adicdo de padrdo de benzatina e

dihidroestreptomicina foi feita para verificar o sinal das mesmas no eletroferograma.

A solucao foi feita pesando uma massa de 0,0425 de pentabidtico e adicionando
79 uL de dihidroestreptomicina concentrada. Em seguida foi feita uma diluigdo em 25
mL de benzatina a uma concentracao de 600.000U/100mL.

PROCEDIMENTO
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As medidas de condutividade e de pH foram realizadas em um pHmetro -
condutivimetro Denver 220 com célula condutivimétrica de 4 eletrodos e com eletrodo
de vidro combinado, respectivamente.

As corridas eletroforéticas foram realizadas em estacao de eletroforese capilar
P/ACE-MQD com detectores espectrofotométricos diode array (PDA) e por filtro.
Espectros foram obtidos em um espectrofotometro UV-visivel Diode Array- Agilent
8453A. Foram utilizados capilares de silica fundida (Polymicro), com diametro interno
de 50 um, externo de 375 um, com capilar de 60 cm com janela para o detector a 49,5
cm da extremidade. O método utilizado para estas analises foi de tensdo constante de
15 KV por um tempo de 20 minutos.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estudo da dependéncia da condutividade do tampao em relacao
ao pH e a forca idnica do meio
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Para a selecédo dos sistemas tampao, estudou-se a condutividade dos tampdes
acetato, borato, bicarbonato, tris e fosfato tanto em solug¢des de forga ibnica controlada

e sem ajuste da forcga idnica.

3,7
X X borato 50 mmol/L
3,5 | Otris 50 mmol/L
A carbonato 23,5 mmol/L

€ u}
O 3,3 -
A X
E A s
231 .
c ! ]
N R
3 O
T 29 X
3

2,7 1

2,5 T T T T

6,00 7,00 8,00 PH 9,00 10,00 11,00

Figura 4: Variagao da condutividade das solugdes tampdao borato, tris e carbonato em
funcéo de pH, em meio de forca i6nica constante 1=0,05 mol/L; temperatura igual 25°C
Fonte: (do autor)

Nas Figuras 4 e 5 sdo apresentados respectivamente, os valores medidos de
condutividade elétrica em funcao do pH para os sistemas tampao estudados sem ajuste

de forca i6nica e com ajuste de forca ibnica.

6
X fosfato 50 mol/L

5 -{ |Oacetato 50 mmol/L o
’é\ A borato 50 mmol/L ©
O O carbonato 50 mmol/L x X X
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E
o
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3 a|
=
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A
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Figura 5: Variacdo da condutividade das solugdes tampao fosfato, acetato, borato e
carbonato em funcao de pH, sem ajuste de forga ibnica; temperatura igual a 25°C
Fonte: (do autor)

A diferenca de comportamento do tampao borato em meio com e sem ajuste da
forca ibnica & devido a maior concentracao de cloreto nos valores de pH em que a
concentracdo do borato € menor (pois é menor seu a4). A solucdo de acetato, por sua
vez tem a forca ibnica ajustada em todos os valores de pH, sem a necessidade da

adicao de cloreto de sédio.

A condutividade elétrica molar de uma solucéo (A) é a soma das condutividades
molares dos ions 7 (Aj), que, por sua vez dependem da condutividade molar a diluicdo

infinita (A°%) para aquela forga i6nica e da concentragdo no equilibrio (Equacéo 4.1)

A=Yz Ali1=> 2.4 aC (4.1)

Assim, com a variacdo de pH do meio, variam apenas o grau de distribuicdo da
espécie e a concentracdo do contra-ion (a do préton e hidroxila sdo considerados

despreziveis).

Desta maneira, pode-se considerar que a condutividade elétrica (L) da solucao

tampao é funcao do pH do meio através da Equacao 4.2

K = K + Ko(B(OH)4).014 (4.2)
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Onde kg é a condutividade elétrica devido a presenca dos outros ions, que nao
sofrem influéncia do pH e x, é a condutividade elétrica do borato. O grau de dissociacao
o para um sistema monoprético é funcao apenas do pH e pKa, conforme apresentado

na Equacao 4.3.

1
o =
0 (1+1O(pH—pKa)) (43)

O grafico do comportamento da condutividade em fungdo do pH é apresentado
na Figura 4.3. Foi aplicado, com auxilio do software Origin 6.0, um modelo ndo-linear da

sigmoide de Boltzmann, descrita na Equagéo 4.4.

_ (Al _Az) T A (44)
y_ (1+e(x—x“)/be) 2

Comparando-se a Equacao 4.4 com as Equacgdes 4.2 e 4.3, observa-se que a
diferenca entre os termos Ay e A, € igual a condutividade do borato (A,), enquanto que o
segundo termo é igual ao termo Ag, isto é, a condutividade da solugdo na condicdo em
que o grau de dissociacao do acido borico é igual a 1. O expoente x, é igual ao pKa e o
termo dx igual a 1/In(10), para converter a base neperiana em decimal (0,43429).

Mantendo o valor da variavel dx fixo durante a otimizagdo da funcéo, o pKa
obtido foi igual a 9,01 = 0,04.
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Condutividade
/(mS/cm)
3,7
) Data: Datal_B
3,64 " )
L Model: Boltzmann
| -
3.5] Chi*2 = 0.00013
| A )
3.4 RA2 = 0.99927
| Al 3.69498 + 0.01557
3,3 A2  2.82528  0.01576
1 x0 9.00598 * 0.03924
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Figura 6: Comportamento da condutividade do tampao borato em diversos valores de
pH, com forga ibnica ajustada para 50 mmol/L. Ajuste com a Sigmoide de Boltzmann
Fonte: (do autor)

O valor da condutividade elétrica (k) do borato foi de 0,867 mS/cm, sendo,
portanto, sua condutividade molar (A) igual a 17,394 Scm?mol, que é um valor baixo,

comparado com anions tais como cloreto (76,4 Scm?mol) ou benzoato (32,4 Scm?mol).

Para o sistema sem ajuste da forca idnica, cujo comportamento foi oposto aquele
observado para o sistema com forga ibnica ajustada, obteve-se um pKa igual a 8,96 *
0,09, ou seja, devido ao erro, nao € possivel distinguir a influéncia da forga i6nica sobre
esse parametro, embora esse valor seja menos confiavel uma vez que nesse caso, a

forgca ibnica do meio é funcao do pH.

Considerando-se, por outro lado, a influéncia da forga i6nica sobre a constante
de acidez (Equacao 4.5) observa-se que o valor do pKa deve estar ao redor de 9,147, o
que implica que o valor obtido por esse método é bastante adequado, com diferenca de
1,43% (Kotrly, 1985).
(4.5)
~0,509.A22T
1++1

ApKa =
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1 Data: Datal_F
2,0
{ Model: Boltzmann
Co 1.87 chi"2 = 0.00202
Eﬂ 16+ RA2 = 0.99847
vid { 4. A1 025273 + 0.07206
ad A2 245097 + 0.12878
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Figura 7: Comportamento da condutividade do tampao borato em diversos valores de pH, sem
ajuste da forga ibnica. Ajuste com sigmoide de Boltzmann Fonte: (do autor)

Por outro lado, a partir dos valores de pKa em outras forcas idnicas, & possivel
observar que o valor encontrado nesse trabalho tém um comportamento adequado

(Figura 8 ), ainda que o numero de valores de pKa disponiveis seja pequeno.

204
9,25 ]
] 902
920 {0
904
9,15, ]
-:1 8’98_
9,104 | ] e
] . 8,96 :
S 905 2
o | 8,94
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1 892
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e5+—F+ — T T T T T T T T T T
00 02 04 06 08 10 45 125 100 075  -050 025 000
log (/(mol/L))

forga ibnica /(mol/L)

Figura 8 : Estimativa do pKa do &cido bérico em forga iénica 0,05 mol/L baseado na
interpolacado da forga iénica. O circulo vazado € o valor obtido nesse trabalho. Fonte: (do autor)
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A funcao nao-linear utilizada, portanto, € bastante conveniente para a estimativa
do pKa do sistema, pois ndo exige a obtencao de valores de resposta em toda a faixa
de pH onde ocorre a variagao do grau de dissociacao, além das regides onde os graus

de dissociagao sao constantes , como ocorre com métodos de linearizacao.

4.2 Espectros de absorcao dos sistemas tampao na regiao do ultra-

violeta

Foram obtidos os espectros das solugdes tampao utilizadas . Observa-se que
todos os compostos absorvem fortemente na regido abaixo de 220 nm. Dentre eles, o
borato apresenta uma banda de absorcdo mais estreita e em comprimentos de onda
menores. O inconveniente dessas absorcdes € a saturacado do detector, aumentando o
ruido na detecgdo de baixos valores de absorbancia nesses comprimentos de onda
menores, O que €& critico para a determinacdo de estreptomicina e

dihidroestreptomicina.

carbonato 24,94 mmol/L pH 8
carbonato 50 mmol/L pH 8
borato 50 mmol/L pH 8

tris 50 mmol/L pH 8

fosfato 50 mmol/L pH 8
acetato 50 mmol/L pH 5

Absorbéancia

Figura 9: Espectros de absorcéo dos sistemas tampéao. Fonte: (do autor)
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4.3 Estudo da influéncia do eletroélito sobre a corrente elétrica

Foi analisada a influéncia de cada sistema tamp&o utilizado sobre a corrente

elétrica.

Pela Equagdo de Ohm, a condutividade da solugdo influéncia a sua resisténcia
elétrica e, por sua vez, sobre a corrente que migra através da diferenca de potencial
aplicada. O principal efeito da corrente elétrica em um sistema eletroforético é o
aquecimento devido ao efeito Joule, ou seja, aquecimento associado ao movimento de

carga.

Assim, foram medidas as correntes elétricas dentro do capilar de trabalho. Foi

utilizada uma tensao de 15kV e capilar de 60 cm com diametro interno de 50um.

c 120+

CR) 100 X -X N X

E 80 ¢ gcetato
N 60 o mborato
E mA40 * e < x carbonato
e 20 - fosfato
I7 O T I T T ! . T 1

E

; 3 4 5 6 7 8 9 10

o pH

A

Figura 10 :Corrente Elétrica em eletroforese capilar de sistemas tampao em fungdo do
pH. Tensao elétrica de 15kV e capilar de 60 cm de comprimento e 50um de diametro
interno. Fonte: (do autor)
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O comportamento da corrente elétrica, como esperado, segue o comportamento
da condutividade elétrica, uma vez que, pela lei de Ohm, essas grandezas sao
proporcionais. Observa-se a corrente elevada para o sistema carbonato e fosfato em
relacdo aos outros dois. Esse comportamento é devido, principalmente as cargas das
espécies envolvidas, ou seja, o equilibrio acido-base entre um anion monovalente e um
outro divalente para o caso do carbonato e fosfato. Por outro lado, no caso do acetato e
acido borico, apenas uma espécie monovalente contribui para a corrente. Este
resultado explica a vantagem do uso desses Ultimos sistemas tampao em relagéo aos
primeiros, assim como de outros sistemas monovalentes de grande tamanho, n&o
estudados neste trabalho (CAPS, HEPES, etc.) se o pH de trabalho permitir.

A diminuicdo da condutividade do tampao acetato com o aumento do pH é
devido a maior quantidade de cloreto nas solugdes onde a concentragdo de acetato era
menor ,pois a quantidade total de &nions se mantém constante nessa solugéo formada

por espécies monovalentes, apenas.

4.4 Selecao do marcador de EOF

Foram selecionados dois marcadores de EOF, a o-toluidina e o fenol (Figura
4.8), ou seja, substancias neutras que absorvem no UV e sdo transportados apenas

devido ao movimento do fluxo eletroosmético. Foram selecionados

OH
CH;
NH,
(A) (B)

Figura 11 : Estruturas das espécies totalmente protonadas da (A) o-toluidina e do (B)
fenol. Fonte: (do autor)
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O pKa da o-toluidina é igual a 4,447 (=0, 25°C). Devido a presenca da amina
protonada em concentracdes significativas em meios com pH acidos, como pode ser
observado no seu grafico de distribuicao de espécies (Figura 4.9A). Esse composto foi
utilizado em solugdes com pH acima de 6,5 (% o< 0,88%), como pode ser observado
no seu grafico de carga efetiva (Figura 4.9B), onde observa-se uma carga
assintoticamente  préxima de zero a partir desse valor de pH.

1,00
0,90
0,80
0,70

0,60 \
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0,6 1
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0,11
0.0

0,50

0,40
0,30 \
0,20 + Carga efetiva

0,10 \
\

0,00 S~

0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8 10 12 ;,ﬁ
o0 == =al

Figura 12 : Comportamento da o-toluidina em fungdo do pH. (A) curva de distribuicao
de espécies; (B) carga efetiva Fonte: (do autor)

O espectro na regiao do UV-visivel (Figura 4.10). Observa-se uma banda de
absorcao intensa em 195 nm.

— toluidina.spci— .27 Min

maAl

Figura 13:Espectro na regidao do UV-visivel da o-toluidina. Fonte: (do autor)



61

A base de Bronsted do fenol, cujo pKa é igual 9,98, é a espécie sem o préton da
hidroxila, de maneira que sua espécie neutra, o acido de Bronsted, existe com grau de
dissociagcdo virtualmente com valor igual 1,0 em meios com pH menores que 8.
Ambos marcadores, fenol e o-toluidina, foram utilizados em uma concentragéo de 1.102

mol/L.

1,0
0,9
0,8 -
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3 A
0,2 1
0,1
0,0 f T T T T T T T T T 0,10

Carga efetiva

Figura 14 : Comportamento do fenol em fungdo do pH. (A) curva de distribuicdo
de espécies; (B) carga efetiva Fonte: (do autor)

O espectro do fenol em meio acido, obtido com o PDA da estacdo de
eletroforese capilar com a injecao por pressao ao detector (2 psi), € apresentado na
Figura 4.12.

—— fenol zpe - 3.41 Min

il

200 250 300 350 400
Ll

Figura 15 : Espectro do fenol na regido do UV-visivel Fonte: (do autor)
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4.5 Influéncia do pH sobre a mobilidade eletroforética

Foram estudadas as mobilidades eletroforéticas dos componentes da mistura
pentabiética de interesse, a citar: benzatina, benzopenicilina; estreptomicina,
dihidroestreptomicina e procaina. Em uma primeira etapa sem ajuste da forca ibnica e

em seguida com a forca i6nica das solugcdes ajustadas para 50 mmol/L com cloreto de
sodio.

<+ Benzatina

A benzatina € uma amina secundaria, contendo grupos fendlicos, o que lhe
confere um maximo de absor¢cao em 190 nm, com um ombro em 205 nm como pode
ser observado na Figura 4.13. E um sistema pseudo-monoprético (devido a simetria da
molécula e distancia entre os grupos aminicos) cujo ion (o acido de Bronsted) é positivo

(Figura 4.14). Isto significa uma migragéo em diregdo ao catodo, forma normal de uso.

| —— benzatina.spe - 6.40 Min

=0

mAL
=
1
"

00 50 o 0 400
nm

Figura 16 : Espectro de Absorgdo da Benzatina na regido do ultravioleta do espectro
eletromagnético Fonte: (do autor)
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NH
_\—NH

Figura 17 : Estrutura do acido de Bronsted da benzatina Fonte: (do autor)

Na Figura 4.15 pode-se observar o comportamento da mobilidade em funcéo do
pH em solucdes sem o ajuste da forca ibnica. Observam-se variagées na mobilidade do
composto que nao pode ser explicado pela estrutura do composto. Por exemplo, entre
os valores de pH 5 e 6, o grupo aminico apresenta valores de pKa entre 9 e 10, sem
haver uma influéncia acentuada dos anéis aromaticos, uma vez que estao distante do
nitrogénio sem formar conjugacdes. Além disso pode-se observar diferentes
comportamentos da mobilidade eletroforética para a mesma regiao de pH (acima de

8,0), devido ao uso de eletrolitos com forca ibnica distintas.

Por outro lado, em um estudo com a forca ibnica corrigida (Figura 4.16), observa-
se apenas uma inflexdo da mobilidade eletroforética efetiva. Observa-se a diminui¢do
do seu valor a partir de (1,465 + 0,003).10° m?Vs, valor da mobilidade real do cation
para valores de pH menores que 8,5 até a mobilidade nula, devido a presenca de
virtualmente, apenas a espécie neutra. Vale lembrar que este valor de mobilidade ja
esta desconsiderando a mobilidade do fluxo eletroosmético (EOF).
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400 500 600 70 800 900 H 1000

Figura 18 : Comportamento da mobilidade efetiva da benzatina em fungédo do pH do eletrdlito
em meio com forga ibnica ndo controlada. Os pontos circulados foram obtidosem tampéao
borato. (abaixo) Estrutura da benzatina na forma protonada Fonte: (do autor)

Utilizando o método nao-linear para ajuste da Sigmoéide de Boltzmann, conforme
apresentado anteriormente, pode-se calcular a mobilidade real do cation apresentada
acima quanto o pKa do composto, igual a 9,490 + 0,002. Este valor € bastante coerente

com a estrutura do composto, como ja discutido.
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Figura 19 : Comportamento eletroforético da Benzatina em diferentes valores de pH
em meio com forca ibnica constante Fonte: (do autor)
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*+ Procaina

A procaina apresenta dois grupos protonaveis, como apresentado na Figura
4.17. Como éster do acido p-aminobenzéico, o pKa do grupo aminico ligado ao anel
aromatico deve ser préximo daquele do acido (igual a 4,87). O pKa da amina alifatica

ligada ao acido p-aminobenzdico, por outro lado, deve apresentar um pKa entre 9 e 10.

Como pode ser observado na Figura 4.18, ndo é possivel distinguir o primeiro
pKa do sistema, ainda que o ion predominante tenha sido alterado daquele com duas
cargas positivas para apenas uma na regiao préxima ao primeiro pKa. Isto pode
significar que o pKa desse grupo esta mais acido do que o esperado em valores

inferiores a 4,0.

HsC

o

O/\/ NH\/ CHg

HaN"

Figura 20 : Estrutura quimica da procaina na forma totalmente protonada. Fonte: (do autor)

Entretanto, a influéncia do segundo pKa da procaina sobre a mobilidade
eletroforética é bastante acentuada, com valores real de (1,645+0,006).10° m?/V.s para

a espécie com apenas uma carga positiva.

O valor do pK, estimado foi de 9,44 * 0,06, que é coerente com as
consideracoes para esse grupo. Além disso, o valor obtido é bastante proximo daquele

da benzatina.
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Figura 21 : Mobilidade eletroforética efetiva da procaina. Tensédo de 15 kV, forga idnica 50
mmol/L. Fonte: (do autor)

O espectro de absorcado da procaina apresenta maximos de absorcido em 192
nm, 220nm e 285 nm como pode ser visto na Figura 4.16. Em algumas corridas é
possivel distinguir um segundo pico com mesmo espectro, estando relacionado a

formacao do acido p-aminobenzéico, por hidrélise.

— procaina.spo - 5.88 Min

mAL

200 250 300 350 400
i

Figura 22: Espectro da procaina na regido do UV-visivel Fonte: (do autor)

% Estreptomicina
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A mobilidade da estreptomicina em funcao do pH com forca iénica constante é
apresentada na Figura 4.20A. Diferentemente dos dois sistemas anteriores, nao é
possivel distinguir variacbes acentuadas relacionadas a variagdo do grau de
dissociacao. A presenca de mais de um valor de pKa com diferencas entre si menores
gue 4 unidades pode levar a esse comportamento. Ainda que isoladamente possam ser
observados trés grupos aceptores de proton na estreptomicina: um grupo aminico cujo
pKa usualmente se encontra entre 9 e 11 e dois grupos guanidinicos cujos valores de
pKa, encontram-se usualmente acima de 11 (Figura 4.20B). Entretanto, devido a sua
rotacao livre, observa-se a possibilidade da interagcdo com uma hidroxila formando uma
ligacdo de hidrogénio, aumentando a acidez do préton por reduzir a nuvem eletrdnica
do nitrogénio, explicando assim, os valores de pKa préximos. Em todo caso, a
estreptomicina apresenta uma mobilidade positiva pelo menos para valores abaixo de
9,5.

Mobilidade /(Vs) / (mg

efetiva

26,0 NH NH
Lo I
22,01 - W\‘Jt N N NI N
20,0 = NH NH
&
16,07 H ™
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12!0_. OH O R, o
10,0+
8 0_: A R- CH:3 £ R - CH
6,0-_ i Ho Ri- CHZOH CH R,- chOH
4,04
0 0

2,07 R o

0,01 o H\TO STR N DIHIDRO
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-4,0
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-8,04 H
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Figura 23: (A) Mobilidade Eletroforética da estreptomicina na presenca de borato 50
mmol/L; (B) Estrutura da Estreptomicina Fonte: (do autor)

Em tampéao borato, onde os acucares da estreptomicina podem ser complexados
pelo boro, observa-se um comportamento diferente. Em pH 8, a formagdo baixa

concentracdo do complexo com carga negativa compensa a concentracao da espécie
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positiva, diminuindo a mobilidade efetiva, ou mesmo pela formagcdo de um zwitterion.
Com o aumento da concentracdo de complexo no meio, devido ao aumento do pH do
meio, entretanto, observou um comportamento anémalo, onde houve um aumento da

mobilidade eletroforética.

Foi avaliada a complexagédo do boro pela estreptomicina através do método das
variagdes continuas em pH 10,5. Observa-se que a partir da razdo de concentracdes de
estreptomicina e boro igual a 1,0 ha uma alteragéo da absorbéancia da solucdo em 195
nm, sugerindo que todo boro presente no meio foi complexado com a estreptomicina,

na razao 1:1, conforme sugerido na literatura.
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0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0
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Figura 24 : Método das Variacées Continuas para o complexo de boro — estreptomicina.
Fonte: (do autor)

“ Benzilpenicilina

A benzilpenicilina apresentou uma mobilidade efetiva constante em toda faixa de pH
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estuda, entre 4,0 e 10, com um valor ao redor de (-1,36+0,01).10° m?/(V.s) (Figura
4.22).

Devido ao pKa do grupo carboxilico (2,76), a benzilpenicilina apresenta uma carga
ibnica negativa e unitaria, constante nesse intervalo de pH, o que explica o

comportamento da sua mobilidade aparente.

Mobilidade Efetiva .10% (Vs/cm?)

0,0
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Figura 25 : Efeito do pH sobre a mobilidade efetiva da benzilpenicilina Fonte: (do autor)

Figura 26 : Estrutura da benzilpenicilina Fonte: (do autor)
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Figura 27 : Espectro na regido do UV-visivel para a benzilpenicilina Fonte: (do autor)

4.6 Comportamento do EOF

O comportamento do EOF é descrito pela formacao de cargas na superficie da
silica devido a desprotonacdo de grupos silandis. Entretanto, de acordo com as
condi¢des de pré-condicionamento, as condicdes da superficie, pKa médio, etc. podem

variar consideravelmente, assim como os eletrolitos presentes.

A influéncia do pH sobre o fluxo eletroosmético (EOF) foi avaliada no intervalo de
pH de 4,0 a 10,5 nos diferentes eletrdlitos utilizados e é apresentada na Figura 28.

Ainda que seja observada uma grande dispersdo € importante lembrar que as
mobilidades efetivas sao calculadas para cada eletroferograma, com o seu EOF. Assim,
essas alteracoes de EOF entre as medidas sao compensadas.
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Figura 28 : Comportamento do EOF em fungéo do pH. Fonte: (do autor)

A sua mobilidade permanece constante ao redor de 3,5.10° cm?(V.cm). entre
valores de pH de 4,0 a 8,9. Observa-se também um aumento do EOF a partir do pH 7,5
que deve estar relacionado com alteragdes na superficie do capilar. Vale ressaltar que
o comportamento do EOF na presenca de borato mostrou—se levemente diferenciado
dos demais eletrdlitos.

A protonacao principal, ou seja, aquela que determina a formagdo de cargas
negativas no capilar gerando entdo o EOF, entretanto ndo € observada nesse intervalo
de pH.

4.7 Influéncia da temperatura sobre a mobilidade

A temperatura é uma variavel importante em EC, pois influencia diversos
parametros. Por exemplo, o0 aumento de temperatura altera a viscosidade e portanto,
altera também as mobilidades efetivas, fazendo assim com que cations e anions
migrem mais rapidamente, além de alterar os valores de pKa, alterando as cargas
efetivas dos compostos.
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Foi estudado o comportamento dos analitos nas temperaturas de 15°C, 20°C,
25°C e 30° C, em diferentes pH e sistemas tampé&o.

Na Figura 4.6 observa-se o efeito da temperatura sobre a mobilidade da
estreptomicina em em tampéo fosfato 50 mol/L nos valores de pH iguais a 7,0 e 8,0 e
em tampao Borato 8,0 .

Mobilidade Efetiva .10% (Vs/cm?)

2,40E-05 -
+ borato pH 8,0 *
2,20E-05 { = 7,00
2 8,00
2,00E-05
y =3,1E-07x + 1,3E-05
1,80E-05 - R® = 9.6E-01
1,60E-05 y = 4,0E-07x + 1,0E-05 ©®
1,40E-05 R?=8,6E-01
120E05 | Y= 2,32E-07x +1,1E-05
R? = 8,6E-01
1,00E-05 ‘ : : ‘ ‘ :
0 5 10 15 20 25 30 35

Temperatura /°C

Figura 29 : Comportamento da mobilidade aparente da estreptomicina em diferentes valores
de pH e tipos de sistema tampao Fonte: (do autor)

Observa-se que um comportamento linear entre a mobilidade e a temperatura do
meio e que a taxa de elevacado da mobilidade em funcao da temperatura (du/dT), para

os sistemas estudados , depende do pH do meio e do sistema tampao envolvido.

No estudo da procaina, também foi verificado o comportamento linear e uma

menor taxa (dw/dT) menor para o fosfato em pH 8,0 do que em 7,0.

Ainda que a influéncia da temperatura sobre a mobilidade eletroforética seja
principalmente devido a variagdo da viscosidade do eletrédlito (n) e portanto, um
comportamento exponencial (Eqg. 4.2), na pratica, tem-se observado um comportamento
linear para pequenos intervalos de temperatura em escala Kelvin (KUHN,1993).
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Figura 30: Comportamento da mobilidade aparente da estreptomicina em diferentes valores
de pH e tipos de sistema tampao Fonte: (do autor)

Além disso, a temperatura também influencia as constantes de equilibrio, tanto
das espécies em solucao quanto das paredes do capilar, de maneira que a mobilidade
em diferentes valores de pH tém diferentes influéncias da temperatura

()
n=Ce\RT . (4.2)

Onde C é uma constante, Ea, a energia de ativacado de Arrhenius e T, a temperatura

expressa em kelvin.

4.8 Eletroferogramas em diferentes condicoes
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Foram realizadas separacdes dos compostos estudados em diferentes
formulacbes. Na Benzetacil (Figura 4.8), pode-se observar o picos referentes a

benzatina e a benzilpenicilina, antes e depois do EOF (vale observado devido a agua)
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Figura 31: Eletroferograma do benzetacil em 190 nm e vista em 3D Fonte: (do autor)

Um comportamento similar foi observado para a despacilina, com a procaina
(catidnica) antes do EOF.
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Figura 32: Eletroferograma da despacilina Fonte: (do autor)
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Para o pentabidtico, observou-se uma pequena concentracdo de benzatina,
entretanto podem ser observados os picos da estreptomicina, benzatina e procaina e

posteriormente, a benzilpenicilina.
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Figura 33 : Eletroferograma de uma amostra de Pentabiético Fonte: (do autor)
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5 CONCLUSOES E SUGESTOES

Mediante o uso da técnica de eletroforese capilar em zona livre, foi estudado o
comportamento acido-base de estreptomicina, diidroestreptomicina, benzilpenicilina e
0s contra-ions benzatina e procaina, usualmente presentes em associados em
formulagdes veterinarias.

A variacao da mobilidade eletroforética destas espécies quimicas foi estudada na
faixa de pH de 5,0 a 9,5 em diferentes sistemas tampao com forca ibnica controlada em
50 mmol/L com NaCl como eletrdlito inerte.

Foi avaliado o uso de ajuste de modelos estatisticos nao-lineares para a
determinacdo de pKa a partir dessas medidas de mobilidade eletroforética e de
condutividade.

O valor de pKa estimado para o grupo amina da benzatina foi de 9,490+0,002.
No caso da procaina, nao foi possivel estimar o pKa do grupo amino ligado ao anel
aromatico. O segundo pKa, contudo, referente ao grupo amina alifatica ligada ao acido
p-aminobenzéico foi estimado em 9,44+0,06.Estes valores estdo em boa concordancia
com os reportados na literatura.

Entretanto, no caso da estreptomicina e diidroestreptomicina, espécies quimicas
onde se observa a existéncia de 3 grupos aceptores de préton (um grupo aminico e 2
grupos guanidinicos) nao foi possivel estimar os valores de pKa mediante o emprego
do método proposto. Os valores de pKa usualmente observados para estes
grupamentos encontram-se respectivamente entre 9 e 11 e acima de 11. Uma
diferenca menor que 4 unidades de pKa entre os grupamentos aceptores dificulta a
aplicacao da metodologia.

Foi confirmada a formagcao do aduto streptomicina-boro através do método das
variagfes continuas.

No caso da benzilpenicilina, verificou-se mobilidade eletroforética constante na
faixa de pH estudada, evidenciando que o valor de pKa do grupo amino deve ser

inferior a 4.
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Como trabalho futuro, pode ser realizada a otimizacdo do método para
separacao do probidtico e obtengéo das figuras de mérito do método.

Além da otimizacdo do método, pode ser feita uma avaliacdo de reacdes de
derivatizacdo para determinacdo de estreptomicina e dihidroestreptomicina visando o
aumento da sensibilidade e uso de comprimentos de onda mais elevados e também
uma avaliagdo dos produtos de degradagcdo dos compostos envolvidos no probidtico e
aplicacao em fluidos biolégicos, tais como sangue e urina.
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