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RESUMO 

 

 

O objetivo principal da tese em questão foi o desenvolvimento, otimização e 

validação de metodologias analíticas para análise de formulações farmacêuticas 

utilizadas no tratamento da tuberculose, as quais contêm como princípio ativo 

etambutol (ETB), isoniazida (ISO), rifampicina (RIF) e pirazinamida (PIR), isolados 

ou em associação. Inicialmente, duas metodologias analíticas para análise de ETB 

em comprimidos foram desenvolvidas: a primeira permitiu a análise simultânea de 

ETB e da impureza 2-amino-1-butanol por eletroforese capilar de zona (CZE) 

utilizando um eletrólito de corrida contendo 60,0 mmol L-1 de tampão ácido 

acético/acetato de sódio e 5,0 mmol L-1 de Cu2+, polaridade normal (+25 kV) e 

detecção UV em 262 nm. A segunda foi realizada por espectrofotometria com 

diluição dos padrões e amostras em 5,0 mmol L-1 de tampão ácido acético/acetato 

de sódio e 0,5 mmol L-1 de Cu2+ e detecção UV em 262 nm. A formação do 

complexo CuETB foi necessária em ambas as metodologias desenvolvidas, uma vez 

que ETB apresenta baixa absortividade molar. Algumas figuras de mérito, tais como, 

linearidade, repetitividade, exatidão, limite de detecção e limite de quantificação 

foram avaliadas para as duas metodologias. Os dois métodos foram comparados e 

não apresentaram diferenças significativas no intervalo de 95% usando o teste t não 

pareado com variância agrupada. Em um segundo momento, um novo método para 

análise simultânea de dose fixa combinada (DFC), contendo ETB, ISO, RIF e PIR 

por CZE com detecção UV foi desenvolvido, otimizado e validado. A condição 

experimental consistiu em um eletrólito contendo 50,0 mmol L-1 de tampão ácido 

acético/acetato de sódio e 12,5 mmol L-1 de Cu2+ e polaridade normal (+22 kV). Essa 

metodologia foi aplicada com sucesso na análise de 2-DFC (ISO e PIR) em 

comprimidos e 4-DFC (ETB, ISO, RIF e PIR) em sache. Finalmente, uma 

metodologia por CZE utilizando detecção UV para a análise simultânea de ISO, suas 

impurezas e produtos de degradação, como o ácido isonicotínico, isonicotinato de 

etila, 4-cianopiridina e isonicotinamida foi otimizada. A condição experimental 

consistiu em um eletrólito contendo 50,0 mmol L-1 de tampão ácido acético/acetato 

de sódio e 12,5 mmol L-1 de Cu2+, polaridade normal (+20 kV) e detecção UV em 270 

nm. É importante ressaltar que planejamentos de experimentos, tais como, 



planejamento fatorial completo 32 e Box-Behnken 33 foram utilizados como 

ferramenta auxiliar no desenvolvimento e otimização das metodologias analíticas 

(CZE e espectofotométrica) e na avaliação da robustez para a análise de 4-DFC. 

 

 

Palavras-chave: Tuberculose. Etambutol. Isoniazida. Rifampicina. Pirazinamida. 

Eletoforese capilar de zona. Detecção UV. 



ABSTRACT 

 
 

The main focus of this thesis was the development, optimization and validation of 

analytical methodologies for analysis of pharmaceutical preparations used for 

tuberculosis treatment, which contain as active ingredients, ethambutol (ETB), 

isoniazid (ISO), rifampicin (RIF) and pyrazinamide (PYR) isolated or in association. 

Two analytical methodologies for ETB analysis in tablets were developed initially: the 

first one took into account the capillary zone electrophoresis (CZE) approach for 

simultaneous analysis of ETB and its impurity 2-amino-1-butanol using an electrolyte 

consisting of 60.0 mmol L-1 of acetic acid/acetate buffer, 5.0 mmol L-1 of Cu2+, under 

normal polarity (+25 kV) and UV detection at 262 nm. The second one was 

performed by spectrophotometry using 5.0 mmol L-1 of acetic acid/acetate buffer and 

0.5 mmol L-1 of Cu2+ for standards and sample dilutions under UV detection at 262 

nm. The CuETB complex was necessary for the two methodologies, since ETB 

presents low molar absorptivity. Some merit figures such as linearity, repeatability, 

accuracy, limit of detection and limit of quantification were evaluated for both 

methodologies. These methodologies were compared and they did not present 

significant differences at the 95% confidence level using the parametric independent 

sample t test. In a second phase a novel method for the simultaneous analysis of 

fixed dose combination (FDC) containing ETB, ISO, RIF and PYR by CZE under UV 

detection was developed, optimized and validated. The experimental condition 

optimized consisted of an electrolyte containing  50.0 mmol L-1 of acetic acid/acetate 

buffer and 12.5 mmol L-1 of Cu2+ under normal polarity (+22 kV). This methodology 

was successfully applied to the analysis of 2-FDC (ISO and PYR) in tablet samples 

and 4-FDC (ETB, ISO, RIF and PYR) in a sachet sample. Finally, a CZE 

methodology using UV detection for simultaneous analysis of ISO, its impurities and 

degradation products such as isonicotinic acid, ethyl isonicotinate, 4-cyanopyridine 

and isonicotinamide was � ptimized. The optimized experimental condition consisted 

of an electrolyte containing   50.0 mmol L-1 of acetic acid/acetate buffer and 12.5 

mmol L-1 of Cu2+ under normal polarity (+20 kV) and UV detection at 270 nm. It is 

important to stress that design of experiment such as 32 full factorial design and 33 

Box-Behnken design were used as auxiliary tools in the development and 



optimization of the analytical methodologies (CZE and spectrophotemetric) and 

robustness evaluation for 4-FDC analysis. 

 

 

Keywords: Tuberculosis. Ethambutol. Isoniazid. Rifampicin. Pyrazinamide. Capillary 

zone electrophoresis. UV detection. 
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Sa Sinal analítico da amostra 

Sa+p Sinal analítico da amostra com adição de padrão 

Sp Sinal analítico do padrão 

tm Tempo de migração 

g// Tensor do desdobramento espectroscópico paralelo 

g⊥ Tensor do desdobramento espectroscópico perpendicular 

A// Tensor do desdobramento hiperfino paralelo 



 
 

 

 

 

A⊥ Tensor do desdobramento hiperfino perpendicular 

µ0 Valor declarado 

s2 Variância  2ags  Variância agrupada médiav̂  Variância da média efeitosv̂  Variância dos efeitos bv̂  Variância dos estimadores 

vep Velocidade eletroforética 

Veo Velocidade eletroosmótica 

η Viscosidade 

V Voltagem 

vx

 
Volume de amostra 

vinj Volume de amostra injetado 

vp

 
Volume de padrão adicionado 



SUMÁRIO 

 

 

1 INTRODUÇÃO …………………………………………………………. 1 

1.1 TUBERCULOSE ……………………………………………………….. 1 

1.1.1 Números da Tubercolose ……………………………………………… 3 

1.1.2 Tuberculostáticos de Primeira Escolha ............................................ 5 

1.1.2.1 Isoniazida ......................................................................................... 5 

1.1.2.2 Rifampicina ...................................................................................... 6 

1.1.2.3  Pirazinamida .................................................................................... 8 

1.1.2.4 Etambutol ......................................................................................... 9 

1.1.3 Dose Fixa Combinada ..................................................................... 10 

1.1.4 O Tratamento da Tuberculose ......................................................... 11 

1.2 METODOLOGIAS DE ANÁLISE ...................................................... 14 

1.3 ELETROFORESE CAPILAR ........................................................... 18 

1.3.1 Instrumentação ................................................................................ 18 

1.3.2 Fundamentos Teóricos .................................................................... 19 

1.3.2.1 Fluxo Eletroosmótico ....................................................................... 19 

1.3.2.2 Mobilidade Eletroosmótica ............................................................... 21 

1.3.2.3 Mobilidade Eletroforética ................................................................. 23 

1.3.2.4 Mobilidade Observada ..................................................................... 25 

1.3.2.5 Mobilidade Efetiva ............................................................................ 27 

1.3.3 Introdução da Amostra ..................................................................... 29 

1.3.4 Modos de Separação ....................................................................... 31 

1.3.4.1 Eletroforese Capilar de Zona ........................................................... 31 

1.3.4.1.1 Solução Tampão .............................................................................. 34 



1.3.4.1.2 Aditivos ............................................................................................ 35 

1.4 PLANEJAMENTO FATORIAL ......................................................... 36 

1.4.1 Planejamento Fatorial 2k .................................................................. 36 

1.4.2 Planejamento Box-Behnken ............................................................ 41 

1.4.3 Análise de Variância ........................................................................ 42 

1.5 VALIDAÇÃO .................................................................................... 46 

1.5.1 Seletividade ..................................................................................... 47 

1.5.2 Linearidade e Faixa de Aplicação .................................................... 48 

1.5.3 Precisão ........................................................................................... 49 

1.5.4 Exatidão ........................................................................................... 50 

1.5.5 Limite de Detecção .......................................................................... 51 

1.5.6 Limite de Quantificação ................................................................... 52 

1.5.7 Robustez .......................................................................................... 53 

2 OBJETIVOS 54 

3 EXPERIMENTAL ............................................................................. 55 

3.1 REAGENTES ................................................................................... 55 

3.2 INSTRUMENTAÇÃO ....................................................................... 56 

3.3 ANÁLISE SIMULTÂNEA DE ETB E 2-AMINO-1-BUTANOL EM 

FORMULAÇÃO FARMACÊUTICA POR CZE UTILIZANDO 

COMPLEXAÇÃO COM COBRE(II) .................................................. 

 

 

57 

3.3.1 Soluções Estoque ............................................................................ 57 

3.3.2 Amostra ............................................................................................ 57 

3.3.3 Procedimentos para Avaliação de Figuras de Mérito ...................... 57 

3.3.4 Formação do Complexo CuETB ...................................................... 58 

3.4 METODOLOGIA ESPECTROFOTOMÉTRICA ALTERNATIVA 

PARA ANÁLISE DE ETAMBUTOL EM FORMULAÇÃO 

 

 

   



FARMACÊUTICA ............................................................................. 60 

3.4.1 Soluções Estoque ............................................................................ 60 

3.4.2 Amostra ............................................................................................ 60 

3.4.3 Procedimentos para Avaliação de Figuras de Mérito ...................... 61 

3.5 ANÁLISE SIMULTÂNEA DOS TUBERCULOSTÁTICOS DE 

PRIMEIRA ESCOLHA EM FORMULAÇÕES FARMACÊUTICAS 

POR CZE SOB DETECÇÃO UV ..................................................... 

 

 

62 

3.5.1 Soluções estoque ............................................................................ 62 

3.5.2 Amostras .......................................................................................... 62 

3.5.3 Procedimentos para Validação da Metodologia .............................. 63 

3.5.4 Amostra para Teste de Degradação ................................................ 65 

3.5.5 Caracterização dos Complexos ....................................................... 66 

3.6 ANÁLISE SIMULTÂNEA DE ISO, SUAS IMPUREZAS E 

PRODUTOS DE DEGRADAÇÃO POR CZE ................................... 

 

67 

3.6.1 Soluções estoque ............................................................................ 67 

3.6.2 Síntese do INE ................................................................................. 67 

3.6.3 Síntese da IND ................................................................................. 68 

3.6.4 Amostra ............................................................................................ 68 

3.6.5 Procedimentos para Avaliação de Figuras de Mérito ...................... 69 

3.7 PROCEDIMENTO ANALÍTICO ........................................................ 70 

3.8 ANÁLISE ESTATÍSTICA DOS DADOS ........................................... 71 

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO ...................................................... 72 

4.1 ANÁLISE SIMULTÂNEA DE ETB E 2-AMINO-1-BUTANOL EM 

FORMULAÇÃO FARMACÊUTICA POR CZE UTILIZANDO 

COMPLEXAÇÃO COM COBRE(II) .................................................. 

 

 

72 

4.1.1 Estudo de Formação do Complexo CuETB ..................................... 72 

4.1.2 Otimização do Sistema de Eletrólito ................................................ 74 



4.1.3 Figuras de Mérito ............................................................................. 75 

4.1.4 Análise de Formulação Farmacêutica ............................................. 78 

4.1.5 Considerações ................................................................................. 79 

4.2 METODOLOGIA ESPECTROFOTOMÉTRICA ALTERNATIVA 

PARA ANÁLISE DE ETAMBUTOL EM FORMULAÇÃO 

FARMACÊUTICA ............................................................................. 

 

 

81 

4.2.1 Otimização do Sinal de Absorbância ............................................... 81 

4.2.2 Análise de Formulação Farmacêutica ............................................. 86 

4.2.3 Considerações ................................................................................. 88 

4.3 ANÁLISE SIMULTÂNEA DOS TUBERCULOSTÁTICOS DE 

PRIMEIRA ESCOLHA EM FORMULAÇÕES FARMACÊUTICAS 

POR CZE SOB DETECÇÃO UV ..................................................... 

 

 

90 

4.3.1 Otimização do Sistema de Eletrólito ................................................ 90 

4.3.2 Seleção do Padrão Interno .............................................................. 96 

4.3.3 Estudo da Estabilidade do Eletrólito e da Solução de RIF .............. 97 

4.3.4 Validação ......................................................................................... 98 

4.3.4.1 Conformidade do Sistema ............................................................... 98 

4.3.4.2 Parâmetros de Validação ................................................................. 99 

4.3.5 Quantificação ................................................................................... 109 

4.3.6 Detecção de Produtos de Degradação ............................................ 111 

4.3.7 Estudo de Caracterização dos Complexos ...................................... 112 

4.3.8 Considerações ................................................................................. 115 

4.4 ANÁLISE SIMULTÂNEA DE ISO, SUAS IMPUREZAS E 

PRODUTOS DE DEGRADAÇÃO POR CZE ................................... 

 

116 

4.4.1 Seleção do Comprimento de Onda .................................................. 117 

4.4.2 Otimização do Sistema de Eletrólito ................................................ 118 

4.4.3 Análise por Superfície de Resposta ................................................. 123 



4.4.4 Seleção da Condição Experimental Ótima ...................................... 130 

4.4.5 Figuras de Mérito e Análise de Formulação Farmacêutica ............. 131 

4.5 Considerações ................................................................................. 134 

5 CONCLUSÕES ................................................................................ 135 

REFERÊNCIAS ................................................................................................. 137 

APÊNDICE A .................................................................................................... 148 

APÊNDICE B ………………………………………………………………………... 153 

APÊNDICE C ………………………………………………………………………... 158 

ANEXO A – DISTRIBUIÇÃO t …………………………………………………….. 165 

ANEXO B – DISTRIBUIÇÃO F ……………………………………………………. 166 



INTRODUÇÃO                                                                                                                                      1 
 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 TUBERCULOSE 

 

 

A tuberculose (TB) é uma doença infecciosa grave, negligenciável, transmitida 

pelo ar, sendo o agente etiológico responsável a bactéria Mycobacterium 

tuberculosis, isolada e descoberta pelo cientista alemão Robert Koch em 1882 (DE 

SOUZA, 2008).  

A TB se desenvolve rapidamente em áreas do corpo com muito oxigênio, 

sendo o pulmão o principal órgão atingido pela doença. Após um período de 15 dias, 

os bacilos passam a se multiplicar facilmente nos pulmões, pois ainda não há 

proteção natural do organismo contra a doença. Se o sistema de defesa não 

conseguir destruir o bacilo, instala-se a TB primária, caracterizada por pequenas 

lesões (nódulos) nos pulmões. Com o tempo e sem o devido tratamento, o avanço 

da doença começa a provocar sintomas mais graves. De pequenas lesões, os 

bacilos cavam as chamadas cavernas tuberculosas, que costumam inflamar com 

frequência e sangrar. A tosse, nesse caso, não é seca, mas com pus e sangue, é 

chamada hemoptise (DE SOUZA, 2008). 

Os sintomas de uma pessoa que foi infectada pelo bacilo geralmente são: 

tosse crônica, febre, suor noturno, dor no tórax, anorexia e adinamia (falta de 

disposição) (DE SOUZA, 2006). 

As formas extra-pulmomares mais freqüentes da doença são a pleural (que 

ocorre por ruptura de pequenos focos pulmonares subpleurais) - 45%, a linfática - 

15%, a gênito-urinária - 16%, a miliar (disseminação por ruptura de lesão dentro de 

um vaso sanguíneo com disseminação dos bacilos por todo organismo) - 10% e a 

osteo-articular - 7%. A forma extra-pulmonar representa cerca de 18% do total de 

casos notificados (DE SOUZA, 2006). 

São mais susceptíveis à doença, idosos, as crianças, profissionais de saúde, 

mineiros portadores de silicose, pessoas com problemas de alcoolismo e nutrição, 

usuários de medicamentos como corticóides e portadores de outras doenças como o 

diabetes, neoplasias e a sarcoidose (DE SOUZA, 2006).  

A TB esteve presente desde os primórdios da civilização humana e inclusive 

evidenciada em múmias do antigo Egito, além de estar mencionada em registros 
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antigos de diferentes povos, como por exemplo, assírios, hebreus, chineses, 

indianos, gregos e romanos possuindo diferentes nomes, sendo o nome tuberculose 

somente adotado em 1839, por Johann Lucas Schonlein (1793-1864) (DE SOUZA et 

al., 2008). A cura e a causa da TB foram objetos de inúmeros estudos e teorias 

durante séculos e envolta de dúvidas e mistérios, com a população humana 

totalmente indefesa a esta doença durante milênios, sendo responsável pela morte 

de bilhões de pessoas. Para se ter uma idéia do panorama trágico da TB, alguns 

acreditavam que a sociedade européia iria desaparecer até o final do século 

dezenove vítima desta doença. Devido ao desenvolvimento científico dos séculos 

dezenove e vinte, e após a descoberta de Koch em 1892 sobre a causa da TB, 

inúmeras importantes descobertas foram responsáveis pelo controle e cura desta 

doença, dentre elas, podemos mencionar a descoberta do raio X em 1895 pelo físico 

alemão Wilhelm Conrad Roentgen (1845-1923) (Prêmio Nobel em 1901); um 

eficiente e simples teste para identificar pessoas infectadas foi desenvolvido pelos 

pesquisadores alemão Felix Mendel (1862-1925) e o francês Charles Mantoux 

(1877-1947) e ainda hoje utilizado e mais conhecido como DPP (Derivado Purificado 

da Proteína do bacilo da TB); a vacina BCG (bacillus Calmette-Guérin) foi 

desenvolvida e aplicada em 1921 em humanos, e até hoje é utilizada em crianças de 

0 a 4 anos, sendo seu nome uma homenagem a seus inventores, os franceses 

Albert Calmette e Camille Guérin e finalmente, a descoberta em 1943 do antibiótico 

estreptomicina pelo americano Selman Waksman (Prêmio Nobel em medicina em 

1952), que foi um importante marco no combate à TB e o primeiro fármaco a ser 

utilizado no tratamento desta doença, abrindo assim, novas perspectivas para a 

busca de novos fármacos (DE SOUZA et al., 2008).  

Após a descoberta de Waksman, vários compostos foram sintetizados e 

testados, identificando-se assim, os compostos que até hoje são utilizados como 

fármacos de primeira escolha no tratamento da TB, a saber: a isoniazida (ISO) em 

1952, a rifampicina (RIF) em 1965, o etambutol (ETB) em 1968 e a pirazinamida 

(PIR) em 1970 (DE SOUZA, 2006; DE SOUZA, 2008). 

Devido ao sucesso desses fármacos, acreditava-se que entre as décadas de 

70 e 80 a TB seria erradicada. No entanto, o que se observou foi o seu 

reaparecimento no início da década de 80 como um sério problema de saúde 

mundial. Vários foram os fatores responsáveis pelo ressurgimento da TB no mundo, 

dentre eles podemos destacar a não adesão dos pacientes ao tratamento, que 
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contribui para o aparecimento de bactérias resistentes aos fármacos utilizados, 

aumento da pobreza, envelhecimento da população, a falta de informação, os 

movimentos migratórios, ausência de investimentos e o surgimento, na mesma 

década, da Síndrome de Imunodeficiência Adquirida (AIDS, do inglês: Acquired 

Immuno Deficiency Syndrome) (DE SOUZA, 2009; CARVALHO et al., 2008).  

Os casos de TB multirresistente às drogas (MDR-TB, do inglês: multi-drug 

resistant tuberculosis), que ocorre quando o bacilo torna-se resistente a pelo menos 

RIF e ISO, têm aumentado a cada ano (WHO, 2009). Estima-se que pelo menos 4% 

de pacientes com TB têm cepas que são resistentes, a pelo menos um, dos atuais 

medicamentos de primeira escolha e mais de 400.000 novos casos de MDR-TB são 

detectados todos os anos. O aumento nos casos de MDR-TB é devido a vários 

fatores, tais como controle inadequado da TB básica, baixo investimento, a falta de 

novos fármacos e estratégias, co-infecção com o vírus HIV e a transmissão de cepas 

resistentes de doenças infectocontagiosas de uma pessoa para outra. Neste caso, 

medicamentos de segunda escolha são utilizados.  

Outro enorme problema recentemente descoberto é uma classe de bactérias 

super-resistentes aos medicamentos (XDR-TB, do inglês: extensively drug-resistant 

tuberculosis), que são cepas resistentes aos fármacos de primeira e segunda 

escolha. O surgimento da MDR-TB e da XDR-TB tem causado graves problemas no 

tratamento da TB (WHO, 2009; DE SOUZA, 2009). 

Devido às proporções assustadoras da TB no cenário mundial, essa doença 

foi declarada pela Organização Mundial de Saúde (OMS), em 1993, um problema de 

proporções mundiais (LOURENÇO et al., 2008; CARDOSO et al., 2009).  

 

 

1.1.1 Números da Tuberculose 

 

 

Os indicativos da TB no mundo são alarmantes, estima-se que cerca de um 

terço da população mundial esteja infectada com o bacilo de Koch, ocorrendo 

anualmente cerca de 2 a 3 milhões de mortes. Segundo a OMS, uma imensa 

tragédia poderá ocorrer nas próximas duas décadas, com quase 1 bilhão de 

pessoas infectadas e mais de 35 milhões de mortes. Esta doença se concentra 

principalmente nos países em desenvolvimento, nos quais ocorrem 95% dos casos 
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e, estima-se que, aproximadamente 70% da população esteja infectada. Por 

exemplo, na Índia, um importante país em desenvolvimento, estima-se que existem 

cerca de 14 milhões de casos, dos quais são adicionados a cada ano 2 milhões de 

novos casos com cerca de 500.000 óbitos. Já nos países ricos, este número é 

menor que 10%, com uma estatística anual de mais de 400.000 novos casos e cerca 

de 40.000 mortes (DE SOUZA, 2008). 

No Brasil, a TB é a sétima doença infecciosa em internação no Sistema Único 

de Saúde (SUS) e a quarta que mais mata. Estima-se que cerca de 85 mil brasileiros 

estão infectados pela TB e que ocorra 5 mil óbitos por ano. A incidência é de 39 

casos por 100 mil habitantes e 70% estão concentrados em 315 dos 5.565 

municípios brasileiros. Entre os estados, aqueles que apresentam maior incidência 

são: Rio de Janeiro, Amazonas, Pernambuco, Pará e Ceará (VILLELA, 2009). 

Embora os casos de TB tenham caído 24,4% no Brasil em sete anos, o país é 

o 18º numa lista das 22 nações com maior número de pessoas infectadas pela 

doença. A meta da OMS é reduzir pela metade até 2015 o número de casos e 

mortes, com ações que estimulem e intensifiquem a execução de políticas nacionais 

de controle e tratamento da moléstia (VILLELA, 2009). 

A TB é também a principal co-infecção em pacientes com vírus da 

imunodeficiência humana (HIV, do inglês: human immunodeficiency virus) e a causa 

mais comum da morte de pacientes com AIDS, responsável por cerca de 32% de 

todas as mortes ocorridas por esta doença, e em nossos dias, estima-se que cerca 

de 12 milhões de pessoas em todo o mundo estejam co-infectadas por estas duas 

doenças. Isto se deve ao comprometimento de seu sistema imunológico, fazendo 

com que o bacilo de Koch que se encontra em estado de latência, possa ser ativado 

(CARVALHO et al., 2008).  
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1.1.2 Tuberculostáticos de Primeira Escolha 

 

1.1.2.1 Isoniazida 

 

N

CONHNH2

pKa: 3,79 e 11,27
 

Figura 1.1 Estrutura química da ISO. 

 

 

ISO ou hidrazida do ácido isonicotínico (Figura 1.1) é um agente potente 

contra a Mycobacterium tuberculosis, que surgiu em 1952. A concentração inibitória 

mínima (MIC, do inglês: minimum inhibitory concentration) é muito baixa, o que 

contribui para sua eficácia (0,1 µg mL-1). Portanto, a ISO deve ser incluída em 

qualquer regime terapêutico da TB, a não ser que existam contra-indicações 

específicas (ROSSETI et al., 2002). A ISO exerce uma ação bacteriostática nos 

bacilos em repouso e bactericida nos que estão em fase de divisão rápida, como nos 

bacilos intracelulares (IZONIAZIDA, 2010). 

 

 

Mecanismo de ação 

 

 

Inibe a síntese do ácido micólico, componente essencial da parede celular 

das micobactérias. Outros mecanismos de ação têm sido aventados, como a 

quelação de íons metálicos necessários ao metabolismo da micobactéria e a 

interferência no metabolismo da glicose e na respiração celular destes 

microorganismos (IZONIAZIDA, 2009). 
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Farmacocinética 

  

 

Rapidamente absorvida após administração oral (92%), atingindo 

rapidamente todos os fluidos e células. Apresenta pico plasmático em 1 ou 2 horas e 

as concentrações no sistema nervoso e no líquido cefalorraquidiano variam de 20 a 

100% em relação às do plasma. O tempo de meia-vida varia de 0,8 a 1,8 horas nos 

indivíduos com acetilação lenta e 2 a 4,5 horas em outros. É excretada 

primariamente na urina, inalterada ou como derivado acetil ou como ácido 

isonicotínico (IZONIAZIDA, 2009; IZONIAZIDA, 2010). 

 

 

1.1.2.2 Rifampicina 

 

 

AcO

CH3

CH3 CH3

OH OH
H3CO

OHOH

OH

CH3

O

N

N
N

NCH3

O

O

H

CH3

O

CH3

H3C

pKa: 4,96 e 7,30
 

Figura 1.2 Estrutura química da RIF. 

 

 

A RIF (Figura 1.2) é um derivado semi-sintético da rifampicina B que é um 

complexo macrocíclico produzido pelo Streptomyces mediterranei que surgiu em 
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1965 e possui uma MIC de 2,0 µg mL-1 (RIFAMPICINA, 2010; ROSSETI et al., 

2002). A resistência a RIF é pouco comum, porém tem aumentado ultimamente, 

alertando para o desenvolvimento de linhagens de microorganismos MDR. 

Dificilmente a resistência a RIF ocorre isolada. Na maioria dos casos, está associada 

a outros fármacos, principalmente a ISO. Neste contexto, a resistência a RIF pode 

ser assumida como um marcador para a MDR-TB (VARELDZIS et al.,1994). 

 

 

Mecanismo de ação 

 

 

Exerce ação antibacteriana através da inibição da polimerase do ácido 

ribonucleico (RNA, do inglês: ribonucleic acid) dependente do ácido 

desoxirribonucléico (DNA, do inglês: deoxyribonucleic acid) o que leva a supressão 

da formação da cadeia na síntese do RNA. Atua na subunidade b da enzima, sendo 

bactericida tanto para microorganismos extracelulares como intracelulares 

(RIFAMPICINA, 2010). 

 

 

Farmacocinética 

 

 

 É bem absorvida por via oral exceto pelos doentes com AIDS, diabetes e 

problemas gastrointestinais. Existe um agrupamento em 2 tipos consoante a 

absorção: os  doentes que absorvem lentamente e os que absorvem rapidamente,  

influenciando o efeito terapêutico (RIFAMPICINA, 2010). Apresenta boa distribuição, 

atingindo inclusive o sistema nervoso. Sua metabolização se faz no fígado, com 

meia-vida de 3 horas (600 mg), diminuindo um pouco com doses repetidas o que é 

recompensado porque apresenta ação antibacteriana com níveis mínimos de 

concentração sangüínea (LAFEPE, 2009). Liga-se de modo extenso às proteínas 

plasmáticas. O fármaco é desacetilado no fígado e seu metabólito (25-

desacetilrifampicina) mantém atividade antibacteriana. É eliminado por via biliar, 
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entrando em circulação entero-hepático, sendo 30% excretado pela urina e 70% 

pelas fezes (RIFAMPICINA, 2010). 

 

 

1.1.2.3 Pirazinamida 

 

 

N

N CONH2

pKa: -0,88 e 13,91
 

Figura 1.3 Estrutura química da PIR. 

 

 

PIR (Figura 1.3) é um análogo heterocíclico da nicotinamida, que surgiu em 

1970. Possui uma MIC de 100,0 µg mL-1, sendo inativa em pH neutro e ativa contra 

Mycobacterium tuberculosis em pH 5,5. O seu uso foi inicialmente contestado devido 

à sua toxicidade hepática relacionada com a posologia excessivamente elevada, 

mas atualmente é muito usada devido à sua capacidade de “esterilizar a lesão” 

atuando nos bacilos em multiplicação lenta ou “bacilos persistentes” 

(PIRAZINAMIDA, 2009; PIRAZINAMIDA, 2010). 

 

 

Mecanismo de ação 

 

 

É um pró-fármaco bioativado, provavelmente, por amidase em ácido 

pirazinóico que tem ação bactericida inibindo a síntese dos ácidos micólicos. A sua 

ação só ocorre no ambiente ácido (pH ≤ 5,6) da lesão caseosa ou nos 

fagolisossomas dos macrófagos (PIRAZINAMIDA, 2010). 
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Farmacocinética 

  

 

 É bem absorvido por via oral. Uma dose oral de 1 g produz pico plasmático de 

45 µg mL-1 em 2 horas e 10 µg mL-1 em 15 horas, apresenta meia-vida de 9 a 10 

horas. Metabolizada principalmente no fígado, sofre hidrólise formando ácido 

pirazinóico, que é o metabólito ativo, seguido de hidroxilação. É excretada 

rapidamente, principalmente pela urina, parcialmente inalterada e parcialmente como 

metabólitos (PIRAZINAMIDA, 2009; PIRAZINAMIDA, 2010). 

 

 

1.1.2.4 Etambutol 

 

H3C

H
N

N
H

OH

HO

CH3

pKa: 9,59 e 14,43
 

Figura 1.4 Estrutura química do ETB. 

 

 

 ETB (Figura 1.4) é um tuberculostático sintético e micobacteriostático, que 

surgiu em 1968 e possui uma MIC de 2,5 µg mL-1. As micobactérias captam 

rapidamente o ETB quando adicionado as culturas que se encontram em fase 

exponencial de crescimento. Todavia, a inibição do crescimento não é 

significativamente antes de 24 horas, aproximadamente. Tem capacidade de atuar 

nas estirpes resistentes à ISO e à estreptomicina (ETAMBUTOL, 2010; IQUEGO, 

2009). 
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Mecanismo de ação 

  

 

 Afeta a síntese de componentes parietais inibindo a transferase de arabinose 

envolvida na síntese da parede celular. O seu efeito tuberculostático não é 

significativamente evidenciado antes de 24 h (ETAMBUTOL, 2010).  

 

 

Farmacocinética  

 

 

Administrado por via oral é, rapidamente, absorvido no trato gastrintestinal (75 

a 80%). As concentrações máximas no plasma são obtidas dentro de 2 a 4 horas 

após administração da droga e são proporcionais à dose. A meia-vida da droga é de 

3 a 4 horas. Dentro de 24 horas, dois terços de uma dose ingerida são excretados 

de modo inalterado na urina; até 15% são excretados na forma de dois metabólitos, 

um aldeído e um derivado do ácido dicarboxílico (IQUEGO, 2009). 

 

 

1.1.3 Dose Fixa Combinada 

 

 

Dose fixa combinada (DFC) é a denominação para associação de dois ou 

mais tuberculostáticos de primeira escolha em proporções fixas e em única forma 

farmacêutica; possui como principais vantagens: redução do risco de resistência 

microbiana; menor risco de erros de medicação; melhor adesão do paciente ao 

tratamento; redução de custos de tratamento; simplificação do manuseio e da 

distribuição dos fármacos (WHO, 2001). A OMS recomenda o uso de DFC como 

rotina no tratamento de TB e os coloca na lista de medicamentos essenciais 

(PANCHAGNULA et al., 2004). 

A associação dos fármacos traz vantagens terapêuticas, mas gera novos 

desafios para a indústria farmacêutica, tais como a estabilidade dos fármacos na 

associação e a dificuldade analítica para quantificação simultânea. Os problemas 

associados à qualidade das DFC tais como, a baixa biodisponibilidade da RIF e a 
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instabilidade da formulação, são conhecidos (BHUTANI et al., 2005). Existem várias 

justificativas para estes problemas: alteração da forma cristalina da RIF, adsorção do 

fármaco pelos excipientes, ordem de adição dos fármacos no preparo da 

formulação, decomposição da formulação e decomposição no estômago (SINGH et 

al., 2001). 

 A decomposição na formulação também já é bem conhecida: a RIF em meio 

ácido hidrolisa a 3-formilrifampicina, esta hidrólise é duas vezes mais rápida na 

presença de ISO (SHISHOO et al., 1999). A 3- formilrifampicina também reage com 

a ISO para formar isonicotinil hidrazona, mesmo na forma sólida (SINGH et al., 

2001). A PIR e ETB atuam como catalisadores desta reação, mediante a 

transferência intramolecular de um próton (BHUTANI et al., 2005). 

 

 

1.1.4 O Tratamento da Tuberculose 

 

 

No que diz respeito à prevenção da TB, a única vacina disponível é a BCG, que 

previne o desenvolvimento de formas severas e fatais da doença em crianças, mas 

não tem sido efetiva em reduzir os casos em adultos. Atualmente, tem sido dada 

maior atenção ao desenvolvimento de uma nova vacina efetiva, mas este esforço 

deve levar 25 anos ou mais para ser concluído (DE SOUZA, 2008).  

O tratamento corrente utiliza uma combinação de ISO, RIF, PIR e ETB, este foi 

recentemente reformulado para adolescentes e adultos pelo Ministério da Saúde, 

através do Programa Nacional de Controle da Tuberculose (PNCT), com o intuito de 

torná-lo mais eficaz. O ETB foi introduzido na fase intensiva de tratamento do 

esquema básico, devido à constatação do aumento da resistência primária à ISO (de 

4,4 para 6,0%) e a resistência primária à associação ISO-RIF (de 1,1 para 1,4%), 

observado no II Inquérito Nacional de Resistência aos Fármacos Anti-TB conduzido 

em 2007-2008, em comparação com os resultados do I Inquérito Nacional, realizado 

no período de 1995 a 1997. Também para a fase intensiva de tratamento, foi 

adotada a apresentação em comprimidos dos 4 fármacos em dose fixa combinada 

(4-DFC) (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2009). A Tabela 1.1 mostra o novo esquema 

básico adotado no Brasil para adultos e adolescentes.  
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O novo esquema básico utilizando o 4-DFC, que ainda não está sendo 

fabricado no Brasil, trás mais uma vantagem, o menor custo se comparado com o 

esquema dos fármacos não associados. O tratamento para seis meses com os 

fármacos não associados custa R$ 84,55 e com o novo medicamento vale cerca de 

US$ 30,00, aproximadamente R$ 55,00 (TARGINO, 2009). 

O esquema básico com 4-DFC é mundialmente utilizado, com excelentes 

resultados quanto à efetividade, em particular pela maior adesão ao tratamento. 

Espera-se, portanto, com a introdução do 4-DFC aumentar o sucesso terapêutico 

devido ao maior conforto do paciente, pela redução do número de comprimidos a 

serem ingeridos e a impossibilidade de administração isolada dos fármacos, 

evitando assim o aumento da multirresistência. O 4-DFC também simplifica a gestão 

farmacêutica em todos os níveis (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2009). 

 

 

Tabela 1.1 Esquema básico para tratamento da TB em adultos e adolescentes 

Fase do 

tratamento 
Fármacos 

Faixa de peso 

(kg) 
Unidade/dose Meses 

Intensiva 4-DFC* 

20 a 35 2 comprimidos 

2 36 a 50 3 comprimidos 

> 50 4 comprimidos 

Manutenção 
2-DFC 

(RIF-ISO) 

20 a 35 1 cápsula (300/200 mg) 

4 36 a 50 
1 cápsula (300/200 mg) 

1 cápsula (150/100 mg) 

> 50 2 cápsulas (300/200 mg) 

*150 mg RIF, 75 mg ISO, 400 mg PIR e 275 mg ETB. 

 

 

A adesão ao tratamento, que é frequentemente baixa, devido à duração do 

mesmo, à falta de informação e acompanhamento e aos diversos efeitos colaterais 

tais como náuseas, vômitos, asma, alterações visuais, cegueira, entre outros, tem 

provocado o desenvolvimento de bactérias multirresistentes aos fármacos de 

primeira escolha, tornando assim o tratamento ineficaz. Neste caso, uma segunda 

linha de medicamentos (amicacina, capreomicina, cirpofloxacina, cicloserina, 

etionamida, canamicina, ofloxacina, ácido p-aminosalicílico e protionamida) é 
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utilizada. No entanto, a utilização destes fármacos apresenta também desvantagens, 

como maiores efeitos colaterais, uma maior duração no tratamento, entre 18 e 24 

meses, custo até 100 vezes maiores e taxas de cura cerca de 60% menores (DE 

SOUZA, 2006). 

O progresso no desenvolvimento de novos fármacos tem sido impedido pela 

crença de que não é necessário e também pelo alto custo do investimento associado 

à percepção de que o potencial do mercado global é insuficiente para garantir 

retorno ao investimento. De acordo com as indústrias farmacêuticas, o custo para 

desenvolver um fármaco, desde o laboratório até o mercado gira em torno de US$ 

300 a US$ 500 milhões, tendo os maiores custos com a fase clínica. Neste contexto, 

estima-se que o mercado potencial retornaria cerca de US$ 150 milhões por ano, 

insuficiente para muitas empresas. Para se ter uma idéia da falta de novos fármacos 

no combate à TB, desde 1966 não foi desenvolvido nenhum novo fármaco para o 

tratamento desta doença, ao passo que, para o tratamento da AIDS, de 1980 até os 

dias de hoje foram desenvolvidos 21 novos fármacos. No entanto, devido a TB ser 

atualmente um grave problema de saúde mundial, diversas iniciativas tem 

influenciado cada vez mais a pesquisa de novos fármacos nos últimos quinze anos 

(PALOMINO et al., 2009). 
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1.2 METODOLOGIAS DE ANÁLISE 

 

 

Diferentes metodologias analíticas foram desenvolvidas com o intuito de 

determinar ETB, ISO, RIF e PIR em formulações farmacêuticas e em amostras 

biológicas. Dentre as metodologias mais utilizadas destacam-se técnicas de 

separação e espectrofotometria UV associada a métodos de regressão multivariada. 

A determinação direta de ETB por detecção UV é difícil devido a sua baixa 

absortividade molar. Portanto, procedimentos auxiliares, tais como derivatização e 

complexação são necessários. HASSAN & SHALABY,1992, propuseram a análise 

de ETB por absorção atômica, espectrofotometria e potenciometria baseando-se na 

reação de complexação de ETB com fosfato de cobre em meio de tampão borato pH 

9.2. O procedimento envolve passos de aquecimento, resfriamento e filtração. Em 

1996, BREDA et al. determinaram ETB em plasma e urina humana por 

cromatografia a líquido de alta eficiência (HPLC, do inglês: high-performance liquid 

chromatography) com detecção por fluorescência através de derivatização com 4-

fluor-7-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazol. Em 1998, CHENEVIER et al. propuseram um 

método por HPLC utilizando derivatização química com feniletilisocianato, detecção 

UV em 200 nm e tempo de análise de 15 min. Uma metodologia por cromatografia a 

líquido de fase reversa com pareamento iônico a fim de propiciar a formação de 

complexo catiônico ([Cu2ETB](SO4
2-)2) em solução foi desenvolvida por JIANG et al., 

2002. A complexação foi realizada na coluna após adição de CuSO4 na fase móvel e 

ajuste de pH em 4,5 com HCl diluído. Esta metodologia foi sugerida com potencial 

aplicação no monitoramento de matéria-prima e no controle da qualidade de 

formulações farmacêuticas. Em 2004, NAKANO et al. desenvolveram uma 

metodologia por cromatografia a líquido (LC, do inglês: liquid chromatography) e 

detecção por fluorescência utilizando procedimento de derivatização para 

monitoramento do fármaco em soro de coelho. RAGONESE et al., 2002, utilizaram a 

eletroforese capilar (CE, do inglês: capillary electrophoresis) e planejamento fatorial 

Box-Behnken para otimização do sistema de eletrólito que propiciou a separação de 

ETB e 2-amino-1-butanol (2A1B), sua impureza, através de detecção UV em 200 nm 

e tempo de análise de 4 min. No entanto, apesar da sua importância, este método 

apresentou baixa sensibilidade sendo necessário a utilização de altas concentrações 

de ETB na ordem de grandeza de 103 mg L-1 para obter sinal analítico satisfatório. 
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HSIEH et al., 2006, otimizaram uma metodologia para análise simultânea de ETB e 

metoxifenamina usando CE com detecção por eletroquimioluminescência em 8 min. 

Para a determinação das DFC, diferentes abordagens multivariadas foram 

utilizadas. Em 1998, BENETTON et al. desenvolveram métodos para a determinação 

de RIF e ISO, respectivamente, em cápsulas comerciais, utilizando a 

espectrofotometria visível e a primeira derivada da espectrofotometria UV. Os 

métodos foram comparados com o recomendado pela Farmacopéia Americana XXIII 

(USP, do inglês: United States Pharmacopeia) apresentando boa concordância entre 

os resultados, baixo custo e curto tempo de análise. Em 1999, GOICOECHEA & 

OLIVIERI desenvolveram uma metodologia bem sucedida para determinação 

simultânea de ISO, RIF e PIR em comprimidos por espectrofotometria no UV-vis 

através de modelagem da regressão por mínimos quadrados parciais (PLS1, do 

inglês: classical partial least squares) com alta precisão e exatidão. Em 2001, 

ESPINOSA-MANSILLA et al. realizaram um estudo comparativo entre a análise 

linear híbrida (HLA/SX, do inglês: hybrid linear anlysis) e o PLS1 para determinação 

simultânea de ISO, RIF e PIR em formulações farmacêuticas. A metodologia por 

HLA/SX apresentou resultados similares ao PLS1 para análise de RIF e PIR e 

ligeiramente piores para ISO. Em 2005, MADAN et al. realizaram com sucesso a 

determinação simultânea de ISO, RIF e PIR por espectrofotometria UV em 

formulações farmacêuticas através do uso da regressão por componentes principais 

(PCR, do inglês: principal component regression) e PLS1. Em 2008, YOUSSEF et al. 

propuseram um novo método por calibração multivariada para a análise de misturas 

ternárias contendo ISO, RIF e PIR. 

Por outro lado, a HPLC tem sido bastante utilizada para a quantificação 

desses três fármacos. Em 1999, PANCHAGNULA et al. propuseram uma 

metodologia por HPLC com eluição isocrática e fase reversa para determinação de 

RIF e seus derivados metabólitos em plasma e urina na presença de ISO e PIR em 

17 min. Em 2002, ESPINOSA-MANSILA et al. implementaram um método utilizando 

eluição por gradiente segmentado e detecção fotométrica programada com arranjo 

de diodo em 254 e 475 nm para determinação simultânea de ISO, RIF, PIR e do 

metabólito acetilisoniazida. Também em 2002, CALLERI et al. desenvolveram e 

validaram um método por HPLC utilizando eluição por gradiente e detecção 

fotométrica com arranjo de diodo para determinação de DFC contendo ISO, RIF e 

PIR, em 35 min. Ainda em 2002, KHUHAWAR et al. propuseram uma metodologia 
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por HPLC, utilizando derivatização com 2-fluoreno-carboxaldeído, coluna YMC-ODS, 

eluição isocrática e detecção UV em 337 nm, para determinação de ISO, RIF e PIR 

em preparações farmacêuticas e em amostras de sangue de pacientes em 

tratamento contra TB. Em 2005, UNSALAN et al. propuseram uma metodologia para 

monitoramento terapêutico de pacientes com TB através de análise de ISO, RIF e 

PIR em plasma. O método por HPLC consistiu em fase reversa, eluição por 

gradiente, detecção fotométrica com arranjo de diodo e tempo de análise de 20 min.  

Em 2008, NGUYEN et al. desenvolveram e validaram um método por cromatografia 

a líquido de ultra eficiência (UPLC, do inglês: ultra performance liquid 

chromatography) com detecção UV para determinação de ISO, RIF e PIR em DFC. 

Melhorias na separação foram alcançadas com a combinação da UPLC com alta 

temperatura (HT-UPLC, do inglês: ultra performance liquid chromatography with high 

temperature), pois permitiu o uso de fluxo da fase móvel mais elevado. A validação 

de ambos os métodos UPLC e HT-UPLC demonstrou que estes podem ser 

aplicados à análise de rotina desses fármacos em curto tempo (1 min). Em 2009, JU-

YING et al. propuseram uma metodologia para determinação simultânea de ISO, RIF 

e PIR em fármacos e em urina humana utilizando extração por Cloud Point acoplada 

a HPLC. Os analitos foram eluídos por gradiente e detectados em 310 nm com 

tempo de retenção de 14,5 (PIR), 34,4 (ISO) e 38,1 (RIF) min. Neste mesmo ano, 

GONG et al. desenvolveram um método por cromatografia a líquido acoplada a 

espectrometria de massa (LC/MS/MS, do inglês: liquid chromatography/ tandem 

mass spectrometry) para análise simultânea de ETB e PIR em plasma humano. 

Normalmente, estes fármacos são combinados para o tratamento da TB, mas devido 

às polaridades muito diferentes torna-se complicada a determinação por LC/MS/MS. 

Entretanto, um método robusto e rápido (2,5 min) foi otimizado (GONG et al., 2009). 

Em 2002, ACEDO-VALENZUELA et al. investigaram a eletroforese capilar 

(CE, do inglês: capillary electrophoresis) como proposta de separação alternativa 

para a determinação desses fármacos. Uma metodologia por cromatografia 

eletrocinética capilar micelar (MEKC, do inglês: micellar electrokinetic capillary 

chromatography) com detecção UV, em 8 min foi desenvolvida. O eletrólito consistiu 

na mistura de 40,0 mmol L-1 de tampão borato e 100 mmol L-1 de dodecil sulfato do 

sódio (SDS, do inglês: sodium dodecyl sulfate), com pH ajustado em 8,5. A 

metodologia foi aplicada à análise de formulações farmacêuticas com bons 

resultados quando comparado com o método de referência por HPLC. 
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O grande desafio está no desenvolvimento de metodologias capazes de 

analisar simultaneamente estes quatro fármacos, minimizando os problemas tais 

como a decomposição da RIF, a hidrólise da ISO e a baixa absortividade molar do 

ETB. Este objetivo só foi alçando, até o momento, por SONG et al. que 

desenvolveram uma metodologia por LC/MS para determinação de ETB, ISO, RIF, 

PIR e dois metabólitos, acetilisoniazida e 25-desacetilrifampicina, em amostras de 

sangue de pacientes com TB (SONG et al., 2007). 
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1.3 ELETROFORESE CAPILAR 

 

 

 A CE é uma técnica de separação baseada na migração diferenciada de 

compostos neutros, iônicos ou ionizáveis, em um campo elétrico. Historicamente, foi 

desenvolvida por Arne Tiselius, no início da década de 30, para o estudo de 

proteínas do soro sanguíneo. Por este trabalho, Tiselius recebeu o prêmio Nobel de 

Química de 1948 (SKOOG et al., 2002; TAVARES, 1996).  

Por ser ecologicamente mais correta e de menor custo operacional, a CE tem 

sido a técnica de separação de mais rápida expansão em análises farmacêuticas, e 

tem gradualmente se estabelecido como técnica alternativa e de suporte para HPLC 

(ALTRIA, 1999; VEUTHEY, 2005; WATSON, 1999). A importância da CE tornou-se 

evidente com o projeto genoma humano e o sequenciamento de proteínas. A partir 

de então, tem sido utilizada em análises de rotinas farmacêuticas, forenses, clínicas 

e ambientais (ALTRIA & ELDER, 2004). 

 

 

1.3.1 Instrumentação 

 

 

 O sistema básico de CE (Figura 1.5) consiste de uma fonte de alta tensão, 

capilares de teflon ou de sílica fundida, revestidos externamente com polimida, teflon 

ou poliacrilato, eletrodos (geralmente de platina), reservatórios para soluções e um 

detector apropriado. Os comandos para controle do equipamento, aquisição e 

tratamento de dados são realizados mediante interface com um computador. A fonte 

de alta tensão é usada para estabelecer um campo elétrico ao longo do capilar, 

através da conexão com os eletrodos, que são imersos em reservatórios contendo 

eletrólito. O sistema é termostatizado por circulação de um líquido ou de ar forçado 

através do cartucho contendo o capilar (TAVARES, 1996). 
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Figura 1.5 Representação esquemática de um sistema básico de CE. 

 

 

1.3.2 Fundamentos Teóricos 

 

1.3.2.1 Fluxo Eletroosmótico (BAKER, 1995; TAVARES, 1996) 

 

  

Em CE, além dos solutos, a solução tampão se move através do capilar sob a 

influência de um campo elétrico; este fenômeno é denominado fluxo eletroosmótico 

(EOF, do inglês: electroosmotic flow). Sob a aplicação de voltagem positiva na 

injeção, utilizando capilar de sílica fundida, o EOF ocorre em direção ao cátodo, o 

que significa que a solução tampão flui do reservatório de entrada através do capilar 

e é descartada no reservatório de saída. 

Em contato com uma solução tampão a superfície interna do capilar adquire 

carga, isto ocorre devido a dois fenômenos: ionização ou adsorção. 

Em capilares de teflon, o EOF ocorre em função da absorção dos íons 

eletricamente carregados do tampão na parede interna do capilar. 

Capilares de sílica fundida funcionalizada possuem vários grupos silanóis (Si-

OH) de caráter ácido (pKa 5,9). Em contato com o meio aquoso alguns desses 

grupos são ionizados e a superfície interna do capilar torna-se negativamente 

carregada. Quando uma diferença de potencial é aplicada nas extremidades do 

capilar preenchido com eletrólito apropriado, um campo elétrico é estabelecido 

tangencialmente ao longo deste eletrólito. Sob este campo elétrico, os íons em 
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solução são distribuídos, de forma não homogênea, nas proximidades da parede 

interna do capilar devido à ação das forças elétrica e de atrito formando a dupla 

camada elétrica, que é composta pelas camadas compacta e difusa. 

 A camada compacta é formada na região imediatamente adjacente à 

superfície devido à adsorção específica, por forças eletrostáticas e/ou de coesão, de 

moléculas de água e alguns íons, provavelmente desidratados, e através da 

adsorção não-específica de íons hidratados que se ligam fracamente a superfície.  

A camada difusa é a região na qual a concentração de íons de carga oposta à 

superfície do capilar diminui aproximando-se da concentração dos íons em solução. 

Sob a ação de um campo elétrico, os cátions solvatados migram em direção ao 

cátodo transportando moléculas de água, o que induz o fluxo de solução como um 

todo, conhecido com EOF (Figura 1.6).  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.6 Modelo para a interface capilar/solução e para o EOF. 

 

 

O EOF é caracterizado por um perfil radial constante da velocidade, não 

contribui, portanto, para o alargamento de bandas. Esta peculiaridade distingue a CE 

dos métodos cromatográficos em fase líquida, que apresenta uma variação 

parabólica para o perfil da velocidade dentro da coluna, característico do fluxo 
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induzido por pressão. Além disto, o EOF, geralmente de grande magnitude, contribui 

significativamente pela condução dos solutos, independente da carga, em direção ao 

detector. Portanto, permite, hipoteticamente, a análise simultânea de amostras 

contendo solutos catiônicos, aniônicos, neutros e ionizáveis. 

 O controle adequado do EOF é de grande importância para a eficiência da 

separação, por isso as propriedades físico-químicas da solução têm sido 

controladas. Entre estas propriedades destacam-se: pH, concentração e força iônica 

da solução tampão, tipo e concentração de um eletrólito inerte ou aditivo orgânico, 

viscosidade, constante dielétrica e temperatura. 

 

 

1.3.2.2 Mobilidade Eletroosmótica (BAKER, 1995; TAVARES, 1996) 

 

 

A distribuição não homogênea dos íons na camada difusa produz um 

gradiente de velocidade, conhecido como velocidade eletroosmótica (veo). A veo pode 

ser calculada de modo simplificado pela equação de Helmholtz-Smoluchowsi 

(Equação 1.4). Esta equação prevê a dependência entre a velocidade máxima linear 

dos íons em solução (veo), em cm s-1, e o campo elétrico (E). 

 

(1.1)veo Er
η

ζεε 0−=  

 

onde: εr é a permitividade relativa da solução (usualmente tomada como a 

permitividade do solvente puro); 

 ε0 é a constante de permitividade do vácuo (ε0 = 8,85 x 10-12 C2 N-1 m-2); 

ζ é o potencial desenvolvido no plano de cisalhamento, denominado potencial 

zeta, em V; 

E é o campo elétrico aplicado em V cm-1; 

η é a viscosidade da solução tampão em N s m-2. 
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 A constante de proporcionalidade, que representa a mobilidade 

eletroosmótica (µeo), em cm2 V-1 s-1, é dada por: 

 

(1.3)eo E
vou eoeor =−= µ

η

ζεε
µ )2.1(0  

 

 

Experimentalmente, pode-se determinar o valor da µeo através da injeção de 

um analito neutro, conhecendo as dimensões do capilar e a voltagem aplicada 

(Equação 1.4): 

(1.4)eo Vt
LLeo totef=µ  

 

onde: Lef é o comprimento efetivo do capilar em cm; 

 Ltot é o comprimento total do capilar em cm; 

 teo é o tempo de migração do soluto neutro em s; 

 V é a voltagem aplicada em V. 

 

 

A µeo pode ser otimizada a partir do controle, por exemplo, da força iônica (FI) 

e do pH da solução de eletrólito. A FI depende da concentração e da carga dos íons 

em solução (Equação 1.5): 

 

  

 

onde: Ci é a concentração dos íons do eletrólito em mol L-1; 

 Zi é o número de cargas elementares do íon do eletrólito. 

  

 

A espessura da dupla camada (δ) é inversamente proporcional a 

concentração dos íons do eletrólito. O ζ, definido pela Equação 1.6, é proporcional a 

δ. Logo, quanto maior a concentração de íons, maior a FI, menor a δ, menor o ζ e, 

consequentemente, menor a µeo.  

)5.1(2
1 2∑= i ii ZCFI
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A influência do pH na µeo ocorre, principalmente, em função da carga (ea) dos 

grupos silanóis da superfície interna do capilar. Portanto, em um pH mais elevado, 

maior número de grupos silanóis desprotonados, aumentando assim o valor do ζ e 

da µeo. 

 

 

 

 

onde: δ é a espessura da dupla camada; 

 ea é a carga por unidade de área da superfície interna do capilar; 

 εr é a permitividade relativa da solução tampão. 

 

 

1.3.2.3 Mobilidade Eletroforética (BAKER, 1995; TAVARES, 1996) 

 

 

 A mobilidade eletroforética (µep), fenômeno exclusivo de um soluto, 

corresponde a sua velocidade (vep) em um campo elétrico unitário (Equação 1.7): 

 

(1.7)ep E
v ep=µ  

 

onde: vep é a velocidade eletroforética em cm s-1;  

 E é o campo elétrico aplicado em V cm-1. 

 

 

 Quando uma diferença de potencial é aplicada nas extremidades do capilar 

preenchido com eletrólito apropriado, no qual foi injetada uma alíquota de uma 

amostra iônica, o campo elétrico tangencial estabelecido influencia na migração do 

íon. O íon é acelerado até que a força de atrito (Fatrito) (Equação 1.8) alcance o valor 

da força elétrica (Felétrica) (Equação 1.9), e este migra com velocidade constante 

(Equação 1.10) (Figura 1.7). 

 

)6.1(4 r ae
ε

πδ
ζ =
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(1.8)epatrito vrF ηπ6=  

 

(1.9)EeZFelétrica =  

 

(1.10)
ηπr
EeZv ep 6

=  

 

onde: η é a viscosidade do meio em N s m-2; 

 r é o raio iônico efetivo em pm; 

 Z é o número de cargas elementares do íon; 

e é a carga elementar de um elétron (e = 1,6 x 10-19 C); 

E é o campo elétrico em V cm-1. 

 

 

 

 

 

     

 

Figura 1.7 Esquema da migração eletroforética de um cátion. 

 

 

A µep (Equação 1.11) pode ser obtida pela substituição da Equação 1.10 na 

Equação 1.7: 

 

(1.11)r
q

r
eZep

πηπη
µ

66
==  

 

onde: η é a viscosidade do meio em N s m-2; 

 r é o raio iônico efetivo em pm; 

  Z é o número de cargas elementares do íon; 

e é a carga elementar de um elétron (e = 1,6 x 10-19 C); 

q é a carga do analito em C. 
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1.3.2.4 Mobilidade Observada (BAKER, 1995; TAVARES, 1996) 

 

 

A mobilidade observada (µobs) de um soluto depende da sua µep e da µeo 

(Equação 1.12). 

(1.12)eoepobs µµµ
rrr

+=  

 

 

Experimentalmente, pode-se determinar o valor da µobs através da injeção de 

uma solução contendo o analito de interesse, conhecendo as dimensões do capilar, 

a voltagem aplicada e a µeo (Equação 1.13): 

 

 

(1.13)obs 







=

Vt
LL m totefµ  

 

 

onde: Lef é o comprimento efetivo do capilar em cm; 

 Ltot é o comprimento total do capilar em cm; 

 tm é o tempo de migração do analito de interesse em s; 

 V é a voltagem aplicada em V. 

  

 

A Figura 1.8 ilustra a separação de uma amostra contendo moléculas neutras 

e íons de diferentes cargas e tamanhos sob EOF normal, direcionado ao cátodo, e 

polaridade positiva na extremidade do capilar onde é feita a injeção. A velocidade e 

o sentido da migração dependem do raio iônico e da magnitude e dos sinais de suas 

cargas, conforme exemplificado na Figura 1.9. Portanto, os cátions de maior carga e 

menor tamanho movem-se mais rápido; os compostos neutros migram com a 

velocidade do EOF; e os ânions, em função da magnitude das µeo e µep, podem ser 

arrastados em direção ao detector pelo EOF. 
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Figura 1.8 Representação esquemática de um sistema básico de CE e seu funcionamento. E: 

eletrodo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

Figura 1.9 Representação esquemática da migração de moléculas neutras e íons de diferentes 

cargas e tamanhos sob EOF normal e polaridade positiva. 
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1.3.2.5 Mobilidade Efetiva  

 

 O conceito de mobilidade efetiva (µef) é utilizado para descrever a migração 

de compostos existentes pelo menos sob duas formas químicas, ionizada e não-

ionizada, em equilíbrio, que migram como um soluto único (BAKER, 1995; 

TAVARES, 1996). 

 A µef pode ser calculada experimentalmente através da realização de uma 

análise, sob condições experimentais determinadas, para cada analito. Desta 

análise serão utilizados os dados de tempo de migração do analito e do EOF, 

voltagem aplicada e dimensões do capilar, para cálculo da µeo (Equação 1.4), da µobs 

(Equação 1.13) e posteriormente, da µep (Equação 1.12) do analito. 

 Em seguida, é necessário calcular o grau de dissociação (α) para cada 

analito. Considerando-o como um ácido fraco HnA, o denominador (D) em todas as 

expressões de valores de α toma a forma de (SKOOG et al., 2006): 

 

 

(1.14)D anaanaanan KKKOHKKOHKOH ......][][][ 21)2(321)1(313 ++++= −+−++  

 

onde: [H3O
+] é a concentração de H3O

+ liberada pelo analito em mol L-1; 

 Ka1 é a primeira constante de dissociação do analito; 

Ka2 é a segunda constante de dissociação do analito; 

Kan é a n-ésima constante de dissociação do analito. 

 

 

 O numerador para α0 é o primeiro termo; para α1 é o segundo termo, e assim 

por diante. Logo: 

 

(1.15)
D
OH n][ 30 +

=α           (1.16)
D
OHK na )1(311 ][ −+

=α  

 

Após a determinação dos valores de µep e α, a µef de um analito pode ser 

obtida pela Equação 1.17, que é a definição clássica de Tiselius: 
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(1.17)∑= )( jepef αµµ  

 

onde: µep é a mobilidade eletroforética do analito em cm2 V-1 s-1; 

αj é a fração molar do analito sob cada forma química. 

 

 

Com os valores de µef calculados pode-se construir um gráfico de µef versus 

pH, denominado curva de mobilidade efetiva. Estas curvas são excelentes 

indicadores da condição de pH mais propícia para a separação ocorrer, ou seja, o 

pH em que as diferenças entre µef dos solutos são maximizados (BAKER, 1995; 

TAVARES, 1996). 

 Para exemplificar a construção da curva de mobilidade efetiva, foi utilizada a 

sparfloxacina (SPFLX), fármaco bactericida, cujos pKas são iguais a 2,27 e 8,88. A 

Figura 1.10 mostra o diagrama de distribuição e a curva de mobilidade efetiva para 

este fármaco (FARIA et al., 2006). Analisando o gráfico, verifica-se que a SPFLX 

apresenta carga positiva em pH menor ou igual a 3,0, no intervalo de pH entre 4,0 e 

7,5 está neutra e em pH maior ou igual a 8,0 possui carga negativa. 
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Figura 1.10 Diagrama de distribuição e curva de mobilidade efetiva para a SPFLX.
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1.3.3 Introdução da Amostra (BAKER, 1995; TAVARES, 1996) 

 

 

As amostras e/ou padrões podem ser introduzidas no capilar por métodos 

hidrodinâmicos, aplicando um gradiente de pressão, e eletrocinéticos, através de um 

gradiente de potencial. 

Na injeção hidrodinâmica o gradiente de pressão pode ser estabelecido por 

pressurização ou vácuo em um dos reservatórios de solução ou por gravidade 

(Figura 1.11). O volume introduzido no capilar é uma alíquota representativa da 

composição da amostra, e depende do tempo de injeção, dimensões do capilar, 

viscosidade da solução tampão e da diferença de pressão estabelecida. O volume 

de amostra injetado (vinj), em nL, por pressurização ou vácuo pode ser calculado 

através da Equação 1.18 e por gravidade pela Equação 1.19. 

 

 

(1.18)v inj toti
L

tdP
η

π

8

4
∆

=  

 

onde: ∆P é a diferença de pressão aplicada em mbar; 

di é o diâmetro interno do capilar em µm; 

t é o tempo de pressão aplicada em s; 

η é a viscosidade da solução de amostra em N.s.m-2; 

Ltot é o comprimento total do capilar em cm. 

 

 

(1.19)v inj tot i
L

dthx 481084,2 −

=  

 

onde: h é a altura que o reservatório de amostra é elevado em mm; 

t é o tempo em que o reservatório de amostra permanece elevado em s; 

di é o diâmetro interno do capilar em µm; 

Ltot é o comprimento total do capilar em cm. 
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Figura 1.11 Esquema de injeção hidrodinâmica: (A) pressurização positiva; (B) vácuo (pressurização 

negativa); (C) sifonagem. 

 

 

  Na injeção eletrocinética, a amostra é introduzida no capilar como resultado 

da combinação entre as vep e veo (Figura 1.12). A quantidade de amostra injetada 

depende da µep do soluto, das condutividades da amostra e do eletrólito, assim como 

da magnitude do EOF. Como consequência, à amostragem discrimina os 

componentes da amostra em função de suas µep. A quantidade de amostra injetada 

(Qinj) pode ser determinada pela Equação 1.20: 

 

(1.20)Qinj tot eoepa
L
tCrV )(2 µµπ +

=  

 

onde: V é a voltagem aplicada em V; 

Ca é a concentração do analito em mol L-1; 

t é o tempo em que a voltagem foi aplicada em s; 

r é o raio interno do capilar em µm; 

µep é a mobilidade eletroforética do soluto em cm2 V-1 s-1; 

µeo é a mobilidade do EOF em cm2 V-1 s-1; 

Ltot é o comprimento total do capilar em cm. 
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Figura 1.12 Esquema de injeção eletrocinética. 

 

 

1.3.4 Modos de Separação 

 

 

 As separações em CE podem ser realizadas por vários modos, com 

mecanismos singulares e seletividade característica, como: fronteira móvel, zona, 

isotacoforese, focalização isoelétrica e em gel (BAKER, 1995; SKOOG, 2002, 

TAVARES, 1996). Nesta tese será discutida apenas a eletroforese capilar de zona, 

uma vez que foi este o modo utilizado. 

 

 

1.3.4.1 Eletroforese Capilar de Zona (BAKER, 1995; SKOOG, 2002, TAVARES, 

1997) 

 

 

A eletroforese capilar de zona (CZE, do inglês capillary zone electrophoresis) 

é um dos modos de separação eletroforética mais utilizados. Na CZE, o capilar é 

preenchido com uma solução tampão de composição constante e a amostra é 

introduzida neste meio tamponado, como uma banda de pequena espessura. 

Quando o potencial é aplicado os diferentes compostos iônicos da mistura migram 

de acordo com a sua própria mobilidade e se separam em zonas, como pode ser 

observado na Figura 1.13. A separação, em CZE, ocorre como resultado de duas 

estratégias: maximizar as diferenças entre as µep dos solutos e minimizar as causas 

de alargamento de zona. 
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Figura 1.13 Esquema de separação por CZE, sob EOF normal, de diferentes cátions. 

 

  

A eficiência da separação por CE pode ser determinada pela resolução (R), 

que verifica o quanto as substâncias de uma mistura estão separadas, pelo número 

de pratos (N), que estima a dispersão que o analito sofre em função do tempo 

necessário para que ocorra a separação, e pelo tempo de migração (tm) dos analitos. 

Em CZE, R, N e tm podem ser descritos pelas Equações 1.21, 1.22 e 1.23, que 

consideram a difusão como a única causa de alargamento das zonas.  
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(1.23)V)μ(μ
LLt eoep totefm

+
=  

 

onde: µi e µi+1 são as mobilidades observadas de dois solutos migrando em posições 

adjacentes em cm2 V-1 s-1; 

D é a média dos coeficientes de difusão dos dois solutos. 

V é a voltagem aplicada em V; 

µmédia é a mobilidade média dos solutos em cm2 V-1 s-1; 

µeo é a mobilidade do EOF em cm2 V-1 s-1; 

µep é a mobilidade eletroforética do soluto i em cm2 V-1 s-1; 

Lef é o comprimento efetivo do capilar em cm; 

Ltot é o comprimento total do capilar em cm. 

 

 

 As Equações 1.21 a 1.23 indicam que o uso de voltagens elevadas implica 

em um ganho de resolução e eficiência, e na diminuição do tempo de análise. A 

Equação 1.21 também indica que um ganho de resolução em separações difíceis 

pode ser alcançado com o ajuste da magnitude do EOF, fazendo com que a µeo se 

aproxime da mobilidade dos solutos, mas com sinal oposto. Entretanto, como 

consequência, há perda de eficiência (Equação 1.22) e aumento no tempo de 

análise (Equação 1.23).  

 Apesar das Equações 1.21 a 1.23 serem tradicionais para descreverem R e N 

por CZE, a aplicação dessas equações torna-se difícil em função da necessidade de 

se conhecer o coeficiente de difusão do analito. Uma boa aproximação pode ser 

obtida utilizando as equações clássicas para cromatografia (Equações 1.24 e 1.25). 

 

(1.24)
2

16 







=

w
tN m

 

 

onde: tm é o tempo de migração do analito em s; 

w é a largura do pico, medida na base do pico em s. 
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(1.25))w(w
)t(tR ii mm ii 112

++

−
= +

 

 

onde: imt  e 1+imt são os tempos de migração de dois solutos adjacentes em s; 

wi e wi+1 são as larguras dos picos de dois solutos adjacentes, medida na 

base do pico em s. 

 

 

1.3.4.1.1 Solução Tampão 

 

 

Em separações de solutos com caráter ácido-base, a µep do soluto depende 

do pH do eletrólito. Neste caso, o termo mobilidade efetiva, µef, o qual incorpora o 

produto das µep das espécies em equilíbrio e a distribuição das concentrações 

relativas de cada espécie no pH considerado, é empregado (TAVARES, 1997). 

Portanto, o controle do pH é aconselhável e a escolha de uma solução tampão 

adequada tem implicações diretas na otimização da separação. 

O EOF é suscetível a variações de pH, portanto, um tampão deve possuir alta 

capacidade tamponante. Em geral, um tampão é eficiente em um intervalo de pH 

correspondente ao valor do seu pKa mais ou menos uma unidade. Além disto, o 

tampão deve possuir baixa influência no sinal do analito e conter íons com 

mobilidade semelhante à do soluto para evitar distorções no perfil da banda e 

minimizar o seu alargamento (BAKER, 1995). 

Em capilares de sílica fundida, o intervalo de pH adequado para trabalho varia 

entre 1 e 13, mas em geral esse intervalo é limitado pela estabilidade do soluto. A 

concentração das soluções tampão usadas em CE varia entre 5 e 200 mmol L-1. A 

escolha da concentração deve ser feita considerando vários efeitos. Altas 

concentrações podem comprometer a separação, pelo excesso de calor decorrente 

do efeito Joule. Baixas concentrações podem aumentar a tendência de adsorção de 

certos solutos na parede do capilar causando alargamento e distorção das bandas 

tornando o EOF errático, o que dificulta a reprodutibilidade dos tempos de migração, 

prejudicando a identificação dos solutos (TAVARES, 1997). 
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1.3.4.1.2 Aditivos 

 

 

Em CZE é bastante comum o uso de eletrólitos aditivados. O uso de aditivos 

é indicado para alterar a mobilidade do soluto, modificar o EOF, solubilizar solutos e 

reduzir a interação de certos analitos com a parede interna do capilar, minimizando 

efeitos de adsorção (TAVARES, 1997). Entre os aditivos mais comumente utilizados 

destacam-se: agentes complexantes, compostos de inserção, tensoativos e 

solventes orgânicos. 
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1.4 PLANEJAMENTO FATORIAL (NETO, 2007) 

 

 

O planejamento fatorial é uma ferramenta estatística que vem sendo muito 

utilizada na otimização de sistemas contendo duas ou mais variáveis e que se 

deseja saber se ocorre interação entre essas variáveis. Os resultados obtidos por 

planejamentos fatoriais, muitas vezes, não seria possível de serem alcançados por 

métodos univariados ou, provavelmente, seria necessário um número maior de 

ensaios o que resultaria num tempo maior para a otimização do sistema.  

Além disso, o planejamento fatorial é um recurso elegante capaz de auxiliar 

no planejamento dos experimentos para a obtenção dos dados de forma organizada 

e sistemática. Entretanto, o sucesso de um planejamento fatorial dependerá do 

conhecimento claro de seus objetivos e da maneira em que será estruturado e 

realizado.  

Para executar um planejamento fatorial é necessário definir quais são os 

fatores relevantes para o sistema e especificar os níveis em que cada fator será 

estudado, isto é, os valores dos fatores que serão empregados em cada ensaio. 

  

 

1.4.1 Planejamento Fatorial 2k (NETO, 2007) 

 

 

Planejamentos de dois níveis são os mais simples, fáceis de executar e úteis 

para uma investigação preliminar, quando se deseja selecionar os fatores mais 

relevantes. 

Para k fatores, isto é, k variáveis controladas pelo analista, um planejamento 

completo em dois níveis exige a realização de 2 x 2 x ... x 2 = 2k ensaios diferentes, 

sendo denominado planejamento fatorial 2k. 

  Portanto, para um planejamento fatorial 22, serão realizados 4 experimentos 

em todas as combinações possíveis. A lista dessas combinações é chamada matriz 

de planejamento (Tabela 1.2). 
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Tabela 1.2 Matriz de planejamento 22 

Ensaio X1 X2 Resposta 

1 n1inf n2inf Y1 

2 n1sup n2sup Y2 

3 n1inf n2inf Y3 

4 n1sup n2sup Y4 

 

 

Os níveis inferiores de cada fator, n1inf e n2inf, podem ser codificados por -1, e 

os níveis superiores, n1sup e n2sup, podem ser codificados por +1. Esta codificação se 

baseia no princípio descrito pelas Equações 1.26 e 1.27:  

 

(1.26)1inf)( −=
−

=−

AV
PCnX ii  

 

(1.27)1sup)( +=
−

=+

AV
PCnX ii  

 

onde: PCi é o ponto central da variável i: 2 supinf nnPC i +
=  

 AV é metade da amplitude de variação: 2 infsup nnAV −
=  

 

 

Para calcular os efeitos e os estimadores dos parâmetros populacionais do 

modelo, por operações matriciais, é necessário escrever a matriz de coeficiente de 

contraste, X. A primeira coluna desta matriz é de +1 correspondente a média, a 

segunda e a terceira coluna correspondem às colunas X1 e X2 da matriz de 

planejamento, escrita na forma codificada, e a quarta coluna é o produto entre X1 e 

X2. E o vetor y, correspondente as respostas dos ensaios. 
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A média (m) pode ser calculada por: 

 

)28.1(22 PCkk r
ou

r +
=

⋅
=

yyyyXXXXmmmmyyyyXXXXmmmm
TTTTTTTT

 

 

onde: K é o número de fatores; 

 r é o número de réplicas experimentais; 

 rPC é o número de réplicas no ponto central. 

 

 

E os efeitos por: 

 

)29.1(2 1 r
efeitos k ⋅

=
−

yyyyXXXXTTTT
 

 

Para calcular o erro experimental é necessário que o planejamento seja 

realizado aleatoriamente com réplicas autênticas de todos os experimentos ou dos 

experimentos no ponto central. A extensão desse erro é importante para avaliar a 

significância dos efeitos. 
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Para determinar o erro padrão (e.p.) da média e dos efeitos é necessário, 

inicialmente, calcular a variância agrupada (
2ags ) ponderada pelos graus de 

liberdade (Equação 1.30) ou a variância no ponto central ( 2PCs ). A variância 

agrupada é utilizada para um planejamento com réplicas experimentais em cada 

nível e a variância no ponto central quando o planejamento possui réplicas apenas 

no ponto central. Posteriormente, a variância da média ( médiav̂ ) e dos efeitos ( efeitosv̂ ) 

é calculada de acordo com as Equações 1.31, 1.32, 1.33 e 1.34. Nas Equações 1.31 

e 1.32, s2 pode ser a 
2ags  ou a 2PCs . 

 

)30.1(
22

∑

∑
= ni ini iiag s

s

ν

ν

 

 

)31.1(ˆ
2Tmédia n

s
v =  

 

)32.1(ˆ
22
−+

+=
n

s

n

s
v efeitos  

 

)33.1(ˆ.. médiamédia vpe =  

 

)34.1(ˆ.. efeitosefeitos vpe =  

 

onde: νi = ni -1 é o número de graus de liberdade de 2is ; 2is é a estimativa da variância do i-ésimo ensaio; 

nT é o número total de ensaios; 

n+ é o número total de sinais positivos na coluna de um fator; 

n- é o número total de sinais negativos na coluna de um fator. 
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 Com o erro padrão pode-se construir intervalos de confiança (Equação 1.35) 

para os valores dos efeitos, usando a distribuição de Student. Se o zero estiver 

contido no intervalo os efeitos não são considerados significativos, caso contrário, 

são significativos. 

 

)35.1(e.p.tefeitoconfiançadeintervalo efeitoν ×±=  

 

onde: νi = ni -1 é o número de graus de liberdade de 2is ; 

 e.p.efeito é o erro puro do efeito. 

 

 O modelo estatístico é usado para descrever as respostas de um 

planejamento fatorial. Os estimadores dos parâmetros populacionais (b) do modelo 

linear nos parâmetros podem ser obtidos pelo método dos mínimos quadrados 

através da Equação 1.36: 

 

)36.1()( 1 yyyyXXXXXXXXXXXXbbbb TTTTTTTT −=  

 

 

Para um planejamento 22, o modelo pode ser representado pela Equação 

1.37: 

 

 

 

 

 

A variância e o erro padrão dos estimadores podem ser calculados através 

das Equações 1.38 e 1.39, onde se utiliza apenas a diagonal principal da matriz 

(XTX)-1, nestas equações, s2 pode ser a 2ags  ou a 2PCs . 

 

)38.1()(ˆ 21sVb −= XXXXXXXXTTTT
 

 

ji10 (1.37)ˆˆˆˆ

<

=

+++= ∑∑∑ ii j jiijki ii exxβxββy
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)39.1()(.. 21sXXpe Tb −=  

 

 

1.4.2 Planejamento Box-Behnken (FERREIRA et al., 2007) 

 

 

O planejamento Box-Behnken é um planejamento fatorial incompleto de três 

níveis, 3k. É utilizado quando se deseja obter uma descrição mais detalhada sobre o 

sistema, realizando menos experimentos que seriam requeridos por um 

planejamento completo. O planejamento Box-Behnken permite ainda a modelagem 

de superfícies de resposta. 

O número de ensaios, n, é definido de acordo com a Equação 1.40: 

 

)40.1(12 PCn)k(kn +−=  

 

onde: K é o número de fatores; 

nPC é o número de réplicas no ponto central. 

 

 

 Para um planejamento Box-Behnken 33 com triplicata no ponto central, a 

matriz de planejamento é mostrada na Tabela 1.3 e modelo quadrático completo 

pode ser calculado através da Equação 1.41: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ji1 210 (1.41)ˆˆˆˆˆ

<

==

++++= ∑ ∑∑∑ iki i j jiijiiiki ii exxβxβxββy
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Tabela 1.3 Matriz de planejamento para um Box-Behnken 33 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.4.3 Análise de Variância (NETO, 2007) 

 

 

 Após a construção de um modelo é necessário verificar se este está ajustado 

adequadamente, para isso, é fundamental fazer a análise dos resíduos. O método 

mais utilizado para realizar a avaliação do ajuste de um modelo é a Análise de 

Variância. 

 Para fazer a análise de variância de um modelo é necessário, inicialmente, 

decompor os desvios das respostas observadas em relação à média. As somas dos 

Ensaio Fator 1 Fator 2 Fator 3 Resposta 

1 -1 -1 0 Y1 

2 +1 -1 0 Y2 

3 -1 +1 0 Y3 

4 +1 +1 0 Y4 

5 -1 0 -1 Y5 

6 +1 0 -1 Y6 

7 -1 0 +1 Y7 

8 +1 0 +1 Y8 

9 0 -1 -1 Y9 

10 0 +1 -1 Y10 

11 0 -1 +1 Y11 

12 0 +1 +1 Y12 

13 0 0 0 Y13 

14 0 0 0 Y14 

15 0 0 0 Y15 
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quadrados destes desvios são chamadas de somas quadráticas (SQ) (Equação 

1.42). 

 

rRT iiii
SQSQSQ

)y(y)yy()y(y

+=

−+−=− ∑∑∑ (1.42)ˆˆ 222
 

 

onde: SQT é a soma quadrática em torno da média; 

SQR é a soma quadrática devida à regressão; 

SQr é a soma quadrática residual. 

 

 

 Isso significa que uma parte da variação total das observações de Yi em torno 

da média é descrita pela equação da regressão, e o restante fica por conta dos 

resíduos. Quanto maior for a fração descrita pela regressão, melhor será o ajuste do 

modelo, o que pode ser quantificado pelo coeficiente de determinação (R2) (Equação 

1.43). Quanto mais próximo de 1 estiver o valor de R2, melhor terá sido o ajuste do 

modelo as respostas, pois menos resíduo foi observado. Entretanto, o valor de R2 

não deve ser utilizado para validação do modelo. 

 

(1.43)
ˆ 222

∑
∑

−

−
== )y(y

)yy(
SQ
SQR iiTR  

 

 Dividindo as SQ pelos seus respectivos números de graus de liberdade obtêm 

as chamadas médias quadráticas (MQs). As equações para o cálculo das SQs e das 

MQs estão apresentadas na Tabela 1.4. 

 Admitindo que os erros seguem uma distribuição normal, a significância da 

regressão pode ser estatisticamente testada utilizando um teste F da razão 

MQR/MQr. Se Fcalc(νR,νr)>Ftab, há evidência de uma relação linear entre as variáveis y 

e x. Entretanto, nem sempre, uma regressão dada como significativa pelo teste F é 

útil para realizar previsões. Pode acontecer que a faixa de variação coberta pelos 

fatores estudados seja pequena demais, fazendo com que o efeito sobre a resposta 

fique mascarado pela extensão do erro experimental. O teste F da significância só 
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pode ser utilizado se não houver evidência de desvio da normalidade na distribuição 

dos resíduos. 

 A soma quadrática residual deixada pelo modelo pode ser decomposta em 

duas partes: uma causada pelos erros aleatórios denominada soma quadrática 

devido ao erro puro (SQep), e a outra devida à falta de ajuste chamada de soma 

quadrática devido a falta de ajuste do modelo (SQfaj) (Equação 1.44). A SQfaj pode 

ser reduzida aperfeiçoando-se o modelo, mas a SQep não pode ser controlada. 

 

fajepr
mi nj iimi nj iijmi nj iijmi ir SQSQSQ )yy()y(y)y(y)(SQ iii

+=

−+−=−= ∑∑∑∑∑∑∑ (1.44)ˆˆ 222
 

 

 A razão entre essas somas quadráticas pelos seus respectivos números de 

graus de liberdade fornecerá as respectivas médias quadráticas (Tabela 1.4). Um 

teste F da razão da MQfaj/MQep será utilizado para avaliar o ajuste do modelo. Se 

Fcalc(νfaj,νep)<Ftab, não há evidência de falta de ajuste do modelo. 
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Tabela 1.4 Tabela de análise de variância para o ajuste de um modelo linear nos 

parâmetros, pelo método dos mínimos quadrados 

ni: número de repetições no nível i; m: número de níveis distintos da variável independente;       
n = ∑ni: número total de observações; p: número de parâmetros do modelo. 

Fonte de Variação Soma Quadrática ν Média 

Quadrática 

Regressão ∑∑ −=
mi nj iR i yySQ 2)ˆ(  p - 1 1−

= pSQMQ RR  

Resíduo ∑∑ −=
mi nj iijr i yySQ 2)ˆ(  n - p pnSQMQ rr

−
=  

Falta de ajuste ∑∑ −=
mi nj iifaj i yySQ 2)ˆ(  m - p pmSQMQ fajfaj

−
=  

Erro Puro ∑∑ −=
mi nj iijep i yySQ 2)(  n - m mnSQMQ epep

−
=  

Total ∑∑ −=
mi nj ijT i yySQ 2)(  n - 1  

% de variação explicada TRSQSQ   

% máxima de variação explicável T epTSQSQSQ −
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1.5 VALIDAÇÃO 

 

A necessidade de mostrar a qualidade de medições químicas, através de sua 

comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade, está sendo cada vez mais 

reconhecida e exigida. Dados analíticos não confiáveis podem conduzir a decisões 

desastrosas e prejuízos financeiros irreparáveis. Para garantir que um novo método 

analítico gere informações confiáveis e interpretáveis sobre a amostra, ele deve 

sofrer uma avaliação denominada validação (RIBANI et al., 2004). 

Existem várias definições de validação e pode-se dizer que os conceitos 

continuam evoluindo e estão constantemente sob consideração pelas agências 

reguladora. Como exemplo, as definições da Agência Nacional de Vigilância 

Sanitária (ANVISA), International Conference on Harmonisation (ICH) e United 

States Pharmacopeia/National Formulary (USP/NF) seguem abaixo: 

• ANVISA: “A validação deve garantir, através de estudos experimentais, que o 

método atenda às exigências das aplicações analíticas, assegurando a 

confiabilidade dos resultados” (ANVISA, 2003). 

• ICH: “A validação deve demonstrar que o procedimento analítico é adequado 

para a sua finalidade” (ICH, 2005). 

• USP/NF: “A validação é o processo que estabelece, por estudos de 

laboratório, que as características de desempenho do método analítico 

satisfazem os requisitos para as aplicações analíticas previstas” (USP/NF, 

2006). 

Dentro do âmbito geral de validação de métodos é possível distinguir dois 

tipos: no laboratório e completa (HILL & REYNOLDS, 1999; RIBANI et al., 2004; 

THOMPSON et al., 2002; VAN DER VOET et al., 1999).  

O primeiro tipo de validação é realizado em um único laboratório, onde se 

avaliam todas as características de desempenho, exceto a reprodutibilidade. Este 

procedimento é realizado para validar novo método que tenha sido desenvolvido 

localmente ou para verificar a adaptação de método adotado de outras fontes. A 

validação completa envolve todas as características de desempenho, inclusive a 

reprodutibilidade, sendo necessária realização de estudo interlaboratorial. Este 

segundo tipo de validação é realizado quando se deseja tornar a metodologia 

desenvolvida como método oficial para uma determinada aplicação (RIBANI et al., 

2004; THOMPSON et al., 2002). 
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As características de desempenho analítico típicas que devem ser 

considerados na validação são: especificidade, linearidade, faixa de aplicação, 

precisão, exatidão,  limite de detecção, limite de quantificação e robustez (USP/NF, 

2006). 

Entretanto, antes de iniciar os experimentos de validação deve-se avaliar o 

sistema utilizado para verificar se está capaz de fornecer dados de qualidade 

aceitável. Esta avaliação é alcançada com experimentos de conformidade do 

sistema, que pode ser definido como um conjunto de testes para garantir que o 

sistema integral, constituído de equipamento, componentes eletrônicos, operações 

analíticas e amostras a serem analisadas, está apto a gerar resultados de exatidão e 

precisão aceitáveis (RIBANI et al., 2004; USP/NF, 2006). Parâmetros do teste de 

conformidade do sistema a serem medidos dependem do tipo de método que está 

sendo avaliado. Normalmente, no mínimo dois parâmetros são requeridos para 

garantir a conformidade do sistema. Alguns parâmetros recomendados pela United 

States Food and Drug Administration (US-FDA) são: repetitividade, resolução e 

número de pratos da coluna (US-FDA, 2000). 

 

 

1.5.1 Seletividade 

 

 

A seletividade de um método instrumental de separação é a capacidade de 

avaliar os analitos na presença de outros componentes da matriz que podem 

interferir na determinação. A seletividade avalia o grau de interferência de espécies 

como outro princípio ativo, excipientes, impurezas e produtos de degradação (ICH, 

2005; USP/NF, 2006). 

A seletividade pode ser avaliada por várias maneiras: comparação da matriz 

isenta da substância de interesse e a matriz adicionada com padrão desta 

substância; comparação do espectro do pico do padrão com o espectro do pico 

desta substância na amostra, obtidos utilizando detecção por arranjo de diodos ou 

espectrômetro de massas; comparação da inclinação da curva analítica com adição 

de padrão da substância de interesse na amostra com a inclinação da curva 

analítica sem a presença da matriz, este método é utilizando quando não é possível 
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obter a amostra isenta da substância de interesse (JENKE, 1998; RIBANI et al., 

2004).  

 

 

1.5.2 Linearidade e Faixa de Aplicação 

 

 

A linearidade de um método analítico é a sua capacidade de obter resultados 

que são diretamente, ou por uma transformação matemática bem definida, 

proporcional à concentração do analito dentro de uma faixa de aplicação (USP/NF, 

2006). Para o estabelecimento da linearidade é recomendado um mínimo de cinco 

níveis de concentração (ICH, 2005). 

Um ajuste ideal dos dados para a linha de regressão pelo método dos 

mínimos quadrados é evidenciado pela obtenção de um coeficiente de correlação (r) 

igual ou maior que 0,999 (JENKE, 1998; SHABIR, 2003), a ANVISA recomenda um r 

igual ou maior que 0,990 (ANVISA, 2003). 

A linearidade pode também ser verificada através da aplicação do teste de 

hipótese de linearidade a priori, que compara o desvio padrão residual, sy,x, com o 

desvio padrão dos valores yij em relação a suas médias, que é dado por sy (Equação 

1.45). O teste é realizado pela comparação entre Fcalc e Fα; f1= p-2; f2=m-p (Ftab), se Fcalc 

≤ Ftab o modelo linear pode ser utilizado (DANZER & CURRIE, 1998). 

 

(1.45)
2ˆ

1 21 222,
∑∑

∑

= =

=

−−

−−
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s
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onde: mi é o número de medição; 

p é o número de pontos da curva analítica; 

m é o produto entre p e mi. 
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A faixa de aplicação corresponde ao intervalo entre o nível superior e inferior 

da substância em exame, que atenda aos requisitos de precisão, exatidão e 

linearidade do método (USP/NF, 2006). É recomendado que o intervalo considerado 

seja de 80% a 120% do teor declarado para doseamento de uma substância ativa 

em produto acabado e de 50% a 120% do limite especificado para a determinação 

de impureza (ICH, 2005; USP/NF, 2006). 

 

 

1.5.3 Precisão 

 

 

A precisão é o grau de concordância entre resultados de testes individuais, 

quando o método é aplicado a sucessivas determinações de uma amostra 

homogênea. É geralmente expresso através da estimativa do desvio padrão relativo 

(RSD, do inglês relative standard deviation), também conhecido como coeficiente de 

variação (CV) (Equação 1.46) (ICH, 2005; USP/NF, 2006). 

 

(1.46)100×= x
s(%)CVou(%)RSD  

 

onde: s é o desvio padrão dos resultados; 

x  é a média dos resultados. 

 

 

A precisão em validação de métodos é considerada em três níveis diferentes: 

repetitividade, precisão intermediária e reprodutibilidade. 

Repetitividade representa a concordância entre os resultados de medições 

sucessivas de um mesmo método realizadas em um curto intervalo de tempo e sob 

as mesmas condições: mesmo analista, mesmo equipamento, mesmo procedimento 

(ICH, 2005; USP/NF, 2006). A ICH e ANVISA sugerem que a repetitividade seja 

verificada por, no mínimo, 9 determinações, contemplando o intervalo linear do 

método, ou seja, 3 concentrações em triplicata ou mínimo de 6 determinações a 

100% da concentração do teste (ANVISA, 2003; ICH, 2005). 
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Precisão intermediária indica o efeito das variações dentro do laboratório 

devido a eventos como diferentes dias ou diferentes analistas ou diferentes 

equipamentos ou uma combinação destes fatores (ICH, 2005; USP/NF, 2006). Para 

a determinação da precisão intermediária recomenda-se um mínimo de 2 dias 

diferentes com analistas diferentes (ANVISA, 2003). 

Reprodutibilidade é o grau de concordância entre os resultados de uma 

mesma amostra analisada por laboratórios diferentes, é um estudo colaborativo 

(ICH, 2005; USP/NF, 2006). 

 

 

1.5.4 Exatidão 

 

 

A exatidão de um método analítico é a proximidade dos resultados obtidos por 

este método ao valor de referência aceito como verdadeiro (USP/NF, 2006). 

Os processos mais utilizados para avaliar a exatidão de um método são: 

materiais de referência; comparação de métodos; ensaios de recuperação; adição 

de padrão (RIBANI et al., 2004). 

A exatidão é calculada através da porcentagem de recuperação (%R), em que 

quantidades conhecidas de padrão da substância são adicionadas em diferentes 

níveis à matriz isenta da substância de interesse ou à amostra (Equação 1.47), ou 

através da diferença entre a média e o valor verdadeiro aceito, juntamente com 

intervalo de confiança (USP/NF, 2006). A ICH recomenda que exatidão seja avaliada 

em, no mínimo, 9 determinações, contemplando o intervalo linear do método, ou 

seja, 3 concentrações em triplicata (ICH, 2005).  

 

 

 

 

onde: Sa+p é o sinal da amostra com adição de padrão; 

Sa é o sinal da amostra; 

Sp é o sinal do padrão. 
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1.5.5 Limite de Detecção 

 

 

O limite de detecção (LD) representa a menor concentração da substância em 

exame que pode ser detectada, mas não necessariamente quantificada, utilizando 

um determinado procedimento experimental (ICH, 2005; USP/NF, 2006). 

O LD pode ser calculado de três maneiras diferentes: método visual, método 

relação sinal-ruído, método baseado em parâmetros da curva analítica. 

Método visual: o LD é determinado pela análise de amostras em 

concentrações conhecidas do analito, tal que possa estabelecer o nível mínimo em 

que este pode ser detectado com segurança. Este método pode ser aplicado para 

métodos não-instrumentais e instrumentais (ICH, 2005). 

Método relação sinal-ruído: esta abordagem só pode ser aplicada em 

procedimentos analíticos que exibem ruído da linha de base. A determinação da 

relação sinal-ruído é realizada comparando os sinais medidos a partir de amostras 

em baixas concentrações conhecidas do analito com um branco para estabelecer a 

concentração mínima em que o analito pode ser detectado com segurança. A 

relação sinal-ruído entre 3 ou 2:1 é geralmente considerada aceitável para a 

estimativa do limite de detecção (ICH, 2005). O LD pode ser calculado pela Equação 

1.48: 

 

 

 

onde: sruído é a estimativa do desvio padrão da linha base (ruído); 

Ca é a concentração do analito; 

Hmáx é a altura máxima do pico do analito; 

Hmín é a altura mínima do pico do analito. 

 

 

Método baseado em parâmetros da curva analítica: o LD pode ser expresso 

pela Equação 1.49 (ICH, 2005): 

 

)48.1(3 mínmáx aruído
HH
CsLD

−

×
×=



INTRODUÇÃO                                                                                                                                      52 
 

 

 

 

onde: s é a estimativa do desvio padrão do branco ou da linha de regressão ou do 

coeficiente linear da curva analítica; 

S é o coeficiente angular da curva analítica. 

 

 

Para utilizar esse método é necessário construir uma curva analítica utilizando 

a matriz contendo composto de interesse na faixa de concentração próxima ao LD 

(RIBANI et al. 2004). 

 

 

1.5.6 Limite de Quantificação 

 

 

O limite de quantificação (LQ) representa a menor concentração da 

substância em exame que pode ser determinada com precisão e exatidão aceitáveis, 

utilizando um determinado procedimento (ICH, 2005; USP/NF, 2006). 

 Os mesmos critérios de LD são adotados para o LQ utilizando a relação 10:1, 

ou seja, o LQ pode ser calculado utilizando o método visual, a relação sinal ruído 

(Equação 1.50) e os parâmetros da curva analítica (1.51) (ICH, 2005). 

 

 

 

onde: sruído é a estimativa do desvio padrão da linha base (ruído); 

Ca é a concentração do analito; 

Hmáx é a altura máxima do pico do analito; 

Hmín é a altura mínima do pico do analito. 
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onde: s é a estimativa do desvio padrão do branco ou da linha de regressão ou do 

coeficiente linear da curva analítica; 

S é o coeficiente angular da curva analítica. 

 

 

1.5.7 Robustez 

 

 A robustez de um método mede a sensibilidade que este apresenta frente a 

pequenas variações no sistema e fornece uma indicação da sua confiabilidade 

(RIBANI et al., 2004, USP/NF, 2006).  

 Alguns parâmetros recomendados para avaliar a robustez em CE são: 

dimensões do capilar; material do capilar; composição do eletrólito; injeção; 

voltagem; temperatura; comprimento de onda (US-FDA, 2000).  

 Se pequenas variações nesses parâmetros não provocarem alterações nos 

resultados que excedam os limites aceitáveis de linearidade, exatidão e precisão, o 

método é robusto (RIBANI et al., 2004). 

)51.1(10 S
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2 OBJETIVOS 

 

 

Devido ao fato da TB ser ainda um importante problema de saúde pública, 

especialmente em países em desenvolvimento, é de grande relevância o 

desenvolvimento e otimização de novas metodologias para a análise dos fármacos 

utilizados no seu tratamento. Dentro deste contexto, este trabalho teve como objetivo 

principal o desenvolvimento, otimização e validação de uma metodologia por 

CZE/UV para determinação dos tuberculostáticos de primeira escolha (ETB, ISO, 

RIF e PIR). O segundo objetivo foi o desenvolvimento e otimização de metodologias 

alternativas para determinação de ETB em formulação farmacêutica, fazendo uso de 

detecção UV. Finalmente, o terceiro objetivo foi o desenvolvimento e otimização de 

uma metodologia alternativa para análise simultânea de ISO, suas impurezas de 

síntese e seus principais produtos de degradação por CZE/UV. 
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3 EXPERIMENTAL 

 

 

3.1 REAGENTES 

 

 

Todos os reagentes foram de grau analítico. Ácido acético (HAc), hidróxido de 

sódio (NaOH), sulfato cúprico pentahidratado (CuSO4.5H2O), dodecil sulfato de 

sódio (SDS) e metanol (MeOH) foram adquiridos da Vetec (Rio de Janeiro, Brazil); 

éter laurílico de polioxietileno 23 (Brij 35) foi adquirido da Sigma-Aldrich (St. Louis, 

USA); sparfloxacina (SPFLX) foi adquirida da Xiamen Mchem Pharma Group 

(Xiamen, China); 2-amino-1-butanol (2A1B) foi adquirido da Sigma-Aldrich (St. Louis, 

MO, USA); dicloridrato de etambutol (ETB.2HCl) foi adquirido da Genix Indústria 

Farmacêutica (Goiás, Brazil); isoniazida (ISO) foi adquirida Taizhou Jiangbei 

Chemical Factory (Taizhou, China); rifampicina (RIF) foi adquirida da Xiamem 

Mchem Laboratóries Ltd (Xiangyang, China); pirazinamida (PIR) foi adquirida da AB 

Farmo Química Ltda (Goiás, Brazil); 4-cianopiridina foi adquirida da Sigma-Aldrich 

(St. Louis, USA); ácido isonicotínico foi adquirido da Acros Organics (New Jersey, 

USA). 
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3.2 INSTRUMENTAÇÃO 

 

 

Os experimentos envolvendo separação foram conduzidos através de um 

equipamento comercial de CE (modelo HP3d CE, Agilent Technologies Palo Alto, 

USA), equipado com detector de arranjo de diodos (DAD, do inglês diode array), 

controle de temperatura no interior do cartucho por circulação com ar forçado (25ºC), 

e software para aquisição e tratamento de dados (HP ChemStation, rev A.06.01). A 

injeção e o condicionamento do capilar foram realizados hidrodinamicamente e o 

sistema de eletrólito foi operado sob polaridade normal e voltagem constante. Todos 

os experimentos foram realizados em capilar de sílica fundida (Polymicro 

Technologies, Phoenix, AZ, USA) com 48,5 cm de comprimento total, 40,0 cm de 

comprimento efetivo e 75 µm d.i. x 375 µm d.e. 

Espectros eletrônicos UV-vis foram realizados em espectrofotômetro de 

varredura com duplo feixe resolvido no tempo (modelo UV-1601 PC, Shimadzu, 

Kyoto, Japan) usando celas regulares de quartzo de caminho óptico igual a 1,0 cm. 

Os experimentos para caracterização do complexo CuETB foram realizados 

através de equipamento comercial de cromatografia líquida equipado com 

espectrômetro de massas modelo Waters ZQ-LC/MS 2000.  

Espectros EPR foram registrados em equipamento Bruker modelo EMX, 

operando em banda X (9.49 GHz), com 20,12 mW de potência e freqüência de 

modulação de 100 kHz. As condições-padrão de registro destes espectros foram: 

2,52 x 103 ganho no registrador e amplitude de modulação 15G. 
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3.3 ANÁLISE SIMULTÂNEA DE ETB E 2-AMINO-1-BUTANOL EM FORMULAÇÃO 

FARMACÊUTICA POR CZE UTILIZANDO COMPLEXAÇÃO COM COBRE(II) 

 

 

3.3.1 Soluções Estoque 

 

 

Solução aquosa contendo 100 mmol L-1 de tampão ácido acético/acetato de 

sódio (HAc/NaAc) (pH 4,6) e solução aquosa contendo 40 mmol L-1 de CuSO4 foram 

utilizadas no preparo dos eletrólitos e nas diluições dos padrões e das amostras. 

 Solução aquosa contendo 1000 mg L-1 de ETB e solução aquosa contendo 

2000 mg L-1 de 2A1B foram usadas nos procedimentos de otimização do método e 

quantificação da amostra. 

  

 

3.3.2 Amostra 

 

 

 Seis comprimidos de ETB.2HCl foram pesados e macerados. Massa 

correspondente a 125,0 mg de ETB foi transferida para balão volumétrico de 25,00 

mL e dissolvida em água deionizada (procedimento realizado seis vezes). Após 10 

min de sonicação, as amostras em suspensão foram filtradas através de filtro 

Millipore 0,45 µm para obter soluções límpidas. 

 

 

3.3.3 Procedimentos para Avaliação de Figuras de Mérito 

 

 

 Foram construídas curvas de calibração externa para ETB e 2A1B em 

triplicata: 0, 25, 50, 75, 100 e 125 mg L-1. As soluções foram preparadas em balão 

volumétrico de 5,00 mL, a partir da adição de alíquotas apropriadas: (1) soluções 

estoque dos padrões; (2) solução tampão HAc/NaAc, para uma concentração final 

de 60 mmol L-1; (3) solução de CuSO4, tal que, a concentração final fosse igual a     

5 mmol L-1. O volume foi ajustado com água deionizada. 
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 Foi construída curva de adição de padrão para 2A1B adicionando 1,0 mL de 

solução de amostra em cada balão volumétrico de 5,00 mL. Em seguida, foi 

adicionada alíquota de solução estoque de 2A1B, tal que, a concentração final de 

padrão fosse igual a 0, 25, 50, 75, 100 e 125 mg L-1. Finalmente, foram adicionadas 

alíquotas de tampão HAc/NaAc e CuSO4, tal que, as concentrações fossem iguais a 

60 e 5 mmol L-1, respectivamente. O volume foi ajustado com água deionizada. Este 

procedimento foi realizado seis vezes. 

 Para a construção da curva de adição de padrão para ETB, a amostra 

preparada foi diluída cinco vezes. Uma alíquota de 250 µL da amostra diluída foi 

transferida para seis balões volumétricos de 5,00 mL, as quais foram adicionadas 

alíquotas de solução estoque de padrão de ETB, para que a concentração do 

padrão fosse igual a 0, 25, 50, 75, 100 e 125 mg L-1. Posteriormente, o procedimento 

foi o mesmo descrito para 2A1B. 

 As curvas de calibração externa foram utilizadas para cálculo da linearidade, 

repetitividade em área e tempo de migração para os padrões. As curvas de adição 

de padrão foram usadas para avaliar a repetitividade em área e tempo de migração 

para a amostra. E através da comparação entre as curvas de calibração externa e 

de adição de padrão foi obtida a seletividade. Estas curvas também foram utilizadas 

para determinar a recuperação da metodologia. 

O LD e o LQ foram determinados pelo método relação sinal-ruído, através dos 

eletroferogramas da amostra para ETB e da amostra com adição de padrão para 

2A1B. 

 

 

3.3.4 Formação do Complexo CuETB 

 

 

86,9 mg de ETB.2HCl foi pesada e dissolvida em 2,0 mL de solução tampão 

HAc/NaAc 60 mol L-1; 159 mg de CuSO4.5H2O foi pesada e dissolvida em 3,0 mL de 

solução tampão HAc/NaAc 60 mmol L-1. Em seguida, a solução contendo ETB foi 

gotejada lentamente na solução de CuSO4, sob constante agitação. A solução foi 

mantida em repouso à temperatura ambiente até ocorrer à formação de precipitados. 

Os precipitados formados foram dissolvidos em metanol. Esta solução também foi 

mantida em repouso à temperatura ambiente. Após alguns dias verificou-se a 
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formação de novos precipitados. Estes precipitados foram dissolvidos em 1 metanol: 

1 água (v/v), e a solução foi analisada por LC/MS. 
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3.4 METODOLOGIA ESPECTROFOTOMÉTRICA ALTERNATIVA PARA ANÁLISE 

DE ETAMBUTOL EM FORMULAÇÃO FARMACÊUTICA 

 

 

3.4.1 Soluções Estoque 

 

 

Solução aquosa de tampão HAc/NaAc (pH 4,6) na concentração de 50 mmol 

L-1 e solução aquosa de CuSO4 na concentração de 5 mmol L-1 foram utilizadas nas 

diluições de padrão e amostras. 

Solução aquosa de ETB.2HCl na concentração de 2,5 mmol L-1 foi utilizada 

nos procedimentos de otimização da metodologia e quantificação da amostra, após 

diluição adequada em concentração apropriada de tampão HAc/NaAc e CuSO4. 

 

 

3.4.2 Amostra 

 

 

Vinte comprimidos de ETB.2HCl foram pesados e macerados. Massa 

correspondente a 8,0 mg do princípio ativo foi pesada e dissolvida em água 

deionizada em um balão volumétrico de 10,00 mL (procedimento realizado cinco 

vezes). Após 10 min de sonicação, as amostras foram filtradas através de filtro 

Millipore 0,45 µm para obter soluções límpidas que foram utilizadas nas etapas 

posteriores: 

a) Solução de amostra: 615 µL de solução da amostra foram transferidos para 

um balão volumétrico de 10,00 mL, ao qual foram adicionadas alíquotas de 

tampão HAc/NaAc e CuSO4, tal que, a concentração final fosse igual a 5,0 e 

0,5 mmol L-1, respectivamente. 

b) Solução de amostra com adição de padrão: 615 µL da solução de amostra 

foram transferidos para um balão volumétrico de 10,00 mL, ao qual foram 

adicionadas alíquotas de soluções estoque, tal que, a concentração final 

fosse igual a 0,16 mmol L-1 de ETB, 5 mmol L-1 de tampão HAc/NaAc e 0,5 

mol L-1 de CuSO4. 
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3.4.3 Procedimentos para Avaliação de Figuras de Mérito 

 

 

 Foi construída uma curva de calibração externa para ETB em triplicata: 0,08; 

0,12; 0,16; 0,20; 0,24; 0,28; 0,32 e 0,36 mmol L-1. As soluções foram preparadas em 

um balão volumétrico de 10,0 mL, a partir da adição de alíquotas apropriadas: (1) 

solução estoque de ETB 2,5 mmol L-1; (2) solução tampão HAc/NaAc, para uma 

concentração final de 5 mmol L-1; (3) solução de CuSO4, tal que, a concentração 

final fosse igual a 0,5 mmol L-1. O volume foi ajustado com água deionizada. Esta 

curva foi utilizada para cálculo do ajuste do modelo e quantificação das amostras.  

 A solução (a), descrita no item 3.4.2, foi usada para avaliar a repetitividade da 

determinação da amostra.  

As soluções (a e b), descritas no item 3.4.2, foram utilizadas para determinar 

a recuperação da metodologia espectrofotométrica. 

O LD e o LQ foram determinados pelo método relação sinal-ruído, através do 

espectro da amostra farmacêutica contendo ETB. 
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3.5 ANÁLISE SIMULTÂNEA DOS TUBERCULOSTÁTICOS DE PRIMEIRA 

ESCOLHA EM FORMULAÇÕES FARMACÊUTICAS POR CZE SOB 

DETECÇÃO UV 

 

 

3.5.1 Soluções estoque 

 

 

Solução aquosa contendo 100 mmol L-1 de tampão HAc/NaAc (pH 4,6) foi 

utilizada no preparo dos eletrólitos. 

Solução aquosa contendo 50 mmol L-1 de CuSO4 foi usada no preparo dos 

eletrólitos e na diluição de padrões e amostras. 

 Solução aquosa contendo 50 mmol L-1 de Brij 35 foi utilizada no preparo de 

solução estoque de RIF e de amostras contendo RIF, e na diluição de padrões e 

amostras. 

Solução de SPFLX (padrão interno - PI) contendo 1000 mg L-1 foi preparada 

em MeOH. 

Soluções aquosas contendo 1000 mg L-1 de ETB e ISO, e 2000 mg L-1 de PIR 

foram preparadas independentemente. 

Solução aquosa contendo 60 mg L-1 de RIF e 2 mmol L-1 de Brij 35 foi 

preparada diariamente, utilizando banho de ultra-som para propiciar a completa 

dissolução da RIF. 

 

 

3.5.2 Amostras 

 

 

2-DFC: Para a associação 150 mg RIF e 100 mg ISO, quatro cápsulas foram 

abertas e pesadas. Massa correspondente a 20,0 mg de RIF foi transferida para um 

balão volumétrico de 100,0 mL ao qual foram adicionadas alíquotas de Brij 35, 

CuSO4 e SPFLX tal que a concentração final fosse 2 mmol L-1, 12,5 mmol L-1 e 20 

mg L-1 (composição fixa de aditivos - CFA), respectivamente. Após sonicação até 

completa dissolução da RIF, o volume foi ajustado com água deionizada e as 
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amostras em suspensão foram filtradas através de filtro Millipore 0,45 µm para obter 

soluções límpidas. 

 

 

PIR: Para a formulação contendo 500 mg de PIR quatro comprimidos foram 

pesados e macerados. Massa correspondente a 500 mg de PIR foi transferida para 

balão volumétrico de 25,00 mL e dissolvida em água deionizada. Após 10 min de 

sonicação, as amostras em suspensão foram filtradas através de filtro Millipore     

0,45 µm para obter soluções límpidas. Alíquota de 800 µL da solução de amostra foi 

transferida para um balão volumétrico de 10,00 mL juntamente com CFA e o volume 

final ajustado com água deionizada. 

 

 

ETB: Para a formulação contendo 400 mg de ETB.2HCl quatro comprimidos 

foram pesados e macerados. Massa correspondente a 400 mg de ETB foi transferida 

para um balão volumétrico de 25,00 mL e dissolvida em água deionizada. Após 10 

min de sonicação, as amostras em suspensão foram filtradas através de filtro 

Millipore 0,45 µm para obter soluções límpidas. Alíquota de 750 µL da solução de 

amostra foi transferida para um balão volumétrico de 10,00 mL, juntamente com CFA 

e o volume final ajustado com água deionizada. 

 

A quantificação para as amostras 2-DFC, PIR e ETB foi realizada por 

calibração externa, em quadruplicata. 

 

 

4-DFC: O preparo da amostra 4-DFC está descrito nos procedimentos para 

validação da metodologia. 

 

 

3.5.3 Procedimentos para Validação da Metodologia 

 

 

 Para o estudo de conformidade do sistema foi preparada mistura de padrões 

contendo 50 mg L-1 de ETB, ISO, RIF e PIR, juntamente com a CFA. 
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 Para construção da curva de calibração externa foi preparada uma solução 

correspondente ao nível máximo de concentração (nível 6). Foi pesada 3,0 mg de 

padrão de RIF, essa massa foi transferida para um balão volumétrico de 50,00 mL, 

ao qual foi adicionada a CFA. Em seguida, foram adicionadas alíquotas de solução 

estoque de ETB, ISO e PIR, tal que a concentração final fosse 96, 48, e 144 mg L-1, 

respectivamente (procedimento realizado em triplicata). Estas soluções foram 

mantidas no banho de ultra-som até a completa dissolução da RIF e o volume final 

foi ajustado com água deionizada.  

Para obtenção dos demais níveis da curva de calibração foram realizadas 

diluições da solução preparada para o nível 6: nível 1: 1,7 mL; nível 2: 3,3 mL; nível 

3: 5,0 mL; nível 4: 6,7 mL e nível 5: 8,3 mL, a cada balão foram adicionadas 

alíquotas de Brij 35, CuSO4 e SPFLX, de modo que a CFA fosse mantida. O volume 

final foi ajustado com água deionizada. 

 Para a construção da curva de adição de padrão foi utilizada a amostra 4-

DFC. O conteúdo do sache de 4-DFC foi pesado e, em seguida, dois procedimentos 

foram realizados: 

a) Nível mínimo da curva de adição de padrão (solução 1): 13,8 mg da amostra 

4-DFC, correspondente a 2,0 mg de RIF, foi transferida para balão 

volumétrico de 100,0 mL juntamente com a CFA. 

b) Nível máximo da curva por adição de padrão (solução 6): 13,8 mg de amostra 

4-DFC, correspondente a 2,0 mg de RIF, e 2,0 mg de padrão de RIF foram 

transferidas para um balão volumétrico de 100,00 mL juntamente com CFA. A 

este balão foram adicionadas alíquotas de ETB, ISO e PIR, tal que, a 

concentração final fosse 64, 32 e 96 mg L-1, respectivamente.  

As amostras em suspensão 1 e 6 foram mantidas no banho de ultra-som até a 

completa dissolução da RIF (por aproximadamente 60 min) e o volume final foi 

ajustado com água deionizada. Em seguida, foram filtradas através de filtro Millipore 

0,45 µm para obter soluções límpidas. 

Para obtenção dos níveis intermediários da curva de adição de padrão, as 

seguintes misturas foram realizadas para um volume final de 10,0 mL: nível 2: 8,7 e 

1,3 mL; nível 3: 7,5 e 2,5 mL; nível 4: 5,0 e 5,0 mL e nível 5: 2,5 e 7,5 mL, da 

solução 1 e 6, respectivamente. Cada procedimento descrito acima foi realizado seis 

vezes. 
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 As curvas de calibração externa foram utilizadas para cálculo da linearidade, 

repetitividade em área e tempo de migração para os padrões. As curvas de adição 

de padrão foram usadas para avaliar a repetitividade em área e tempo de migração 

para a amostra. E através da comparação entre as curvas de calibração externa e 

de adição de padrão foi obtida a seletividade. Estas curvas também foram utilizadas 

para determinar a recuperação da metodologia.  

 O LD e o LQ foram determinados pelo método relação sinal-ruído, através do 

eletroferograma das amostras de 2-DFC, ETB e PIR. 

 Para avaliar a robustez foi realizado um planejamento Box-Behnken 33, 

utilizando como fatores concentração de CuSO4 e Brij 35, e voltagem. As soluções 

de eletrólito e padrões foram preparadas a partir de diluições apropriadas das 

soluções estoque. 

 

 

3.5.4 Amostra para Teste de Degradação 

 

 

Uma cápsula da associação 150 mg RIF e 100 mg ISO foi aberta e pesada. 

Massas correspondentes a 10,0 mg de RIF foram transferidas para 4 béqueres. 

Cada amostra foi submetida a um procedimento distinto (SHISHOO et al., 1999): 

(I) Exposição à luz visível por 43 h; 

(II) Exposição à luz UV por 1 h; 

(III) Aquecimento até 45 ºC; 

(IV) Aquecimento até 95 ºC.  

 

Em seguida, cada amostra foi transferida para um balão volumétrico de 25,0 

mL, sendo realizado o mesmo procedimento de dissolução descrito para a amostra 

2-DFC. 
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3.5.5 Caracterização dos Complexos 

 

 

 Para a análise por ressonância paramagnética eletrônica (EPR, do inglês: 

electron paramagnetic resonance) foram preparadas soluções de ETB, ISO, RIF e 

PIR na concentração de 1,8, 3,6, 3,6 e 4,0 mmol L-1, respectivamente, diluídas 

separadamente em balões volumétricos de 10,00 mL contendo 50 mmol L-1 de 

tampão HAc/NaAc, 12,5 mmol L-1 de CuSO4 e 2 mmol L-1 de Brij 35. As soluções dos 

analitos foram diluídas na proporção 2:1 v/v em etanol, congeladas em nitrogênio a 

77K e, em seguida, analisadas por EPR. 
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3.6 ANÁLISE SIMULTÂNEA DE ISO, SUAS IMPUREZAS E PRODUTOS DE 

 DEGRADAÇÃO CZE 

 

 

3.6.1 Soluções estoque 

 

 

Solução aquosa contendo 100 mmol L-1 de tampão HAc/NaAc (pH 4,6) foi 

utilizada no preparo dos eletrólitos. 

Solução aquosa contendo 50 mmol L-1 de CuSO4 e solução aquosa contendo 

50,0 mmol L-1 de Brij 35 foram usadas no preparo dos eletrólitos e na diluição de 

padrões e amostra. 

Soluções aquosas contendo 1000 mg L-1 de ETB, utilizado como PI, 

1000 mg L-1 de ISO, 500 mg L-1 de isonicotinato de etila (INE), 500 mg L-1 de 

isonicotinamida (IND), 500 mg L-1 de 4-cianopiridina (CPD) e 200 mg L-1 de ácido 

isonicotínico (AIN) foram preparadas independentemente. 

OBS: INE e IND foram sintetizadas e devidamente caracterizadas pelo grupo 

de pesquisa “Síntese de substâncias no combate a doenças tropicais”, coordenado 

pelo Dr. Marcus V.N. de Souza. 

 

 

3.6.2 Síntese do INE (BRENNER & HUBER, 1953) 

 

 

INE foi sintetizado a partir da reação entre o AIN (8,1 mmol) e cloreto de 

tionila (32,5 mmol) em etanol. Adicionou-se o cloreto de tionila em 5,00 mL de etanol 

e manteve-se sob agitação à temperatura ambiente por 5 min. Após este período, o 

ácido foi adicionado ao meio reacional. A reação foi mantida a temperatura ambiente 

por 5 h. A mistura resultante foi concentrada sob pressão reduzida, e o sólido obtido 

foi lavado com solução saturada de NaHCO3 e extraído com acetato de etila (3 x 

10,00 mL). A fase orgânica foi seca com MgSO4 e evaporada sob pressão reduzida. 

O produto foi devidamente caracterizado por Ressonância Magnética Nuclear de 1H 

e 13C, infravermelho e espectrometria de massas. 
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3.6.3 Síntese da IND 

 

 

IND foi sintetizada a partir da reação do isonicotinato de metila (3,6 mmol) 

com amônia em metanol (10,00 mL). Solubilizou-se o éster no metanol e então 

borbulhou-se amônia até a saturação do meio. A reação foi mantida à temperatura 

ambiente por 1 h. A mistura resultante foi concentrada sob pressão reduzida e o 

resíduo foi purificado por coluna cromatográfica em sílica gel. O produto foi 

devidamente caracterizado por Ressonância Magnética Nuclear de 1H e 13C, 

infravermelho e espectrometria de massas. 

 

 

3.6.4 Amostra 

 

 

Comprimido contendo 100 mg de ISO foi pesado, macerado e transferido para 

balão volumétrico de 50,00 mL, ao qual foi adicionado água deionizada, este 

procedimento foi realizado em triplicata.  Após 10 min de sonicação, as amostras em 

suspensão foram centrifugadas 4000 rpm por 15 min, e o sobrenadante foi utilizado 

nas etapas posteriores: 

 

a) Solução de amostra para determinação das impurezas e produtos de 

degradação: 2,0 mL do sobrenadante foram transferidos para balão 

volumétrico de 5,00 mL, ao qual foram adicionadas alíquotas de PI, Brij 35 e 

CuSO4, tal que, a concentração final fosse igual a 20 mg L-1, 1 mmol L-1 e 

12,5 mol L-1, respectivamente. 

b) Solução de amostra com adição de padrão para determinação das impurezas 

e produtos de degradação: 2,0 mL do sobrenadante foram transferidos para 

um balão volumétrico de 5,00 mL, ao qual foram adicionadas alíquotas de 

solução estoque, tal que, a concentração final fosse igual a 20 mg L-1 de PI, 

30 mg L-1 de INE, IND e CPD e 16 mg L-1 de AIN e alíquotas de Brij 35 e 

CuSO4 para uma concentração final igual a 1 mmol L-1 e 12,5 mol L-1, 

respectivamente. 
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c) Solução de amostra para determinação da ISO: 125 µL do sobrenadante 

foram transferidos para um balão volumétrico de 5,00 mL, ao qual foram 

adicionadas alíquotas de PI, Brij 35 e CuSO4, tal que, a concentração final 

fosse igual a 20 mg L-1, 1 mmol L-1 e 12,5 mol L-1, respectivamente. 

d) Solução de amostra com adição de padrão para determinação da ISO: 125 µL 

do sobrenadante foram transferidos para balão volumétrico de 5,00 mL, ao 

qual foram adicionadas alíquotas de solução estoque, tal que, a concentração 

final fosse igual a 20 mg L-1 de PI, 20 mg L-1 de ISO, 1 mmol L-1 de Brij 35 e 

12,5 mol L-1 CuSO4. 

 

 

3.6.5 Procedimentos para Avaliação de Figuras de Mérito 

 

 

 Foram construídas curvas de calibração externa para ISO (10, 32,5, 55, 77,5 

e 100 mg L-1), AIN (2, 10, 18, 26 e 34 mg L-1), INE, IND e CPD (10, 20, 30, 40 e 50 

mg L-1), em triplicata. As soluções foram preparadas em um balão volumétrico de 

5,00 mL, a partir da adição de alíquotas apropriadas: (1) soluções estoque dos 

padrões; (2) solução estoque de PI, tal que, a concentração final fosse igual a 20 mg 

L-1; (3) solução de Brij 35, para uma concentração final de 1 mmol L-1; (4) solução de 

CuSO4, tal que, a concentração final fosse igual a 12,5 mmol L-1. O volume foi 

ajustado com água deionizada. 

 As curvas de calibração externa foram utilizadas para cálculo da linearidade, 

repetitividade em área e tempo de migração para os padrões. As soluções (a e c), 

descritas no item 3.5.4, foram usadas para avaliar a repetitividade para a amostra. 

As soluções (a e b; c e d), descritas no item 3.5.4, foram utilizadas para determinar a 

porcentagem de recuperação da metodologia. 

O LD e o LQ foram determinados pelo método relação sinal-ruído, através dos 

eletroferogramas da amostra a para AIN, c para ISO e b para INE, IND e CPD.
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3.7 PROCEDIMENTO ANALÍTICO 

 

 

CE: Quando um capilar novo foi utilizado, este foi condicionado, por aplicação 

de 940 mbar de pressão, com solução aquosa de NaOH 1,0 mol L-1 (30 min), água 

deionizada (5 min) e solução de eletrólito (10 min). Entre corridas, o capilar foi 

condicionado com solução aquosa de NaOH 0,2 mol L-1, água deionizada (2 min) e 

solução de eletrólito (3 min). 

 

 

Espectrofotômetro: As análises utilizaram como referência solução aquosa de 

tampão HAc/NaAc e CuSO4 nas mesmas concentrações utilizadas nas diluições dos 

padrões e amostras. Entre as leituras, a cubeta foi lavada com água destilada e 

rinsada com a solução a ser analisada. 
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3.8 ANÁLISE ESTATÍSTICA DOS DADOS 

 

 

 As análises estatísticas paramétrica dos dados, incluindo: cálculo dos 

estimadores dos modelos, ANOVA, superfícies de resposta, testes de normalidade, 

independência, homocedasticidade, intervalo de confiança, %CV e %R, entre outros, 

foram realizados mediante o uso de softwares como o Excel, o SPSS for Windows 

8.0 e o Statistic 6.0. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 ANÁLISE SIMULTÂNEA DE ETB E 2-AMINO-1-BUTANOL EM FORMULAÇÃO 

FARMACÊUTICA POR CZE UTILIZANDO COMPLEXAÇÃO COM COBRE(II) 

 

O ETB, tuberculostático de primeira escolha, degrada a 2-amino-1-butanol 

(2A1B) (Figura 4.1) e a quantidade deste produto em formulação farmacêutica não 

deve ser maior que 1% do teor de ETB.2HCl (RAGONESE et al., 2002). Portanto, 

metodologias analíticas simples, rápidas e eficientes, capaz de determinar 

simultaneamente ETB e 2A1B, são ferramentas que facilitam o processo de controle 

de qualidade da formulação. 

Dentro deste contexto, uma metodologia alternativa para análise simultânea 

de ETB e 2A1B por CZE foi proposta. 

 

H3C
NH2

OH

pKa : 9,27 e 12, 90
 

Figura 4.1 Estrutura química do 2A1B, produto de degradação do ETB. 

 

 

4.1.1 Estudo de Formação do Complexo CuETB 

 

 

Baseado no estudo de complexação de ETB com Cu(II) realizada por JIANG 

et al., 2002, solução tampão HAc/NaAc (pH 4,6) foi utilizada a fim de manter o pH no 

intervalo de 4,0-5,0, pois, de acordo com a literatura a recuperação e a sensibilidade 

eram pobres em pH abaixo de 4,0 e em pH acima de 5,0 ocorre a precipitação de 

hidróxido cúprico. Figura 3.2 mostra os espectros eletrônicos UV-vis das soluções de 

CuSO4, ETB, 2A1B, CuETB e Cu2A1B. Analisando os espectros, é possível 

observar um deslocamento batocrômico (ou deslocamento para o vermelho) 

comparando as bandas de absorção do Cu2+ livre (250 nm) com a da mistura CuETB 

(262 nm), o que sugere ocorrência de complexação. É também possível observar 
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uma pequena variação da banda de absorção Cu2A1B em comparação com 2A1B. 

Com base na análise do espectro eletrônico, o comprimento de onda de 262 nm foi 

selecionado para o estudo de otimização por CE. 

Um estudo complementar por LC/MS foi realizado, a fim de avaliar o 

complexo CuETB formado. Os resultados obtidos indicam a presença de dois 

compostos principais: um com m/z 266,2 e intensidade relativa de 100%, e o outro 

com m/z 268,2 e intensidade relativa de 55%. O primeiro foi atribuído a um complexo 

neutro [CuETB]0 e o segundo a um catiônico [CuETB]2+ (Figura 4.2). Acredita-se que 

o complexo catiônico é dominante no meio de tampão HAc/NaAc, uma vez que, em 

meio ácido o equilíbrio químico deve favorecer a espécie carregada. Além disto, o 

complexo apresentou tempo de migração menor que o do EOF. 
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Figura 4.2 Espectros UV-vis de 2,5 x 10-4 mol L-1 de CuSO4, ETB e 2A1B, e das misturas CuETB e 

Cu2A1B na proporção 1:1. Todas as soluções foram diluídas em 60 mmol L-1 de solução tampão 

HAc/NaAc. 

 

 

 

 



RESULTADOS E DISCUSSÃO                                                                                                            74 
 

 

4.1.2 Otimização do Sistema de Eletrólito 

 

 

Após a confirmação da formação do complexo CuETB, que permitiu a 

detecção do ETB na região do UV, um planejamento fatorial 32 (NETO et al., 2007) 

foi realizado afim de otimizar o sistema de eletrólito. Os fatores selecionados foram a 

concentração de tampão HAc/NaAc e Cu2+. A Tabela 4.1 apresenta a matriz de 

planejamento e as respostas monitoradas. Outras condições experimentais, tais 

como, voltagem, volume de injeção, comprimento de onda, dimensões do capilar e 

temperatura no cartucho foram mantidas constante. 

O parâmetro utilizado para a seleção do experimento ótimo baseou-se na 

resolução (R) dos pares de picos, RNa
+
,Cu2A1B e RCu2A1B,Cu

2+, uma vez que estes foram 

considerados críticos para a determinação do 2A1B. Uma resolução maior ou igual a 

1,50 é desejável para se obter uma separação na linha base (HARRIS, 2008). 

Analisando os resultados (Tabela 4.1) dos experimentos 1, 2 e 3 verifica-se 

que a concentração de tampão HAc/NaAc é determinante na otimização da 

separação do 2A1B dos picos de sistema; comparando os experimentos 2, 5 e 8, 

onde a concentração de tampão é mantida constante no nível (0), verifica-se que é 

necessário manter a concentração de Cu2+ no nível (-1) para que a separação 

ocorra. Portanto, apenas o experimento 2 apresentou resolução maior que 1,50 para 

ambos os pares de picos críticos, consequentemente, o eletrólito consistindo na 

mistura de 60,0 mmol L-1 de tampão HAc/NaAc e 5,0 mmol L-1 de Cu2+ foi o 

otimizado. A Figura 4.3 apresenta os eletroferogramas dos experimentos 2 (A), 3 (B), 

com perfil semelhante ao experimento 6, e 4 (C), com perfil semelhante aos 

experimentos 1, 5, 7, 8 e 9.  

 

Tabela 4.1 Matriz de planejamento 32 e as resoluções monitoradas 

Experimentos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 

HAc/NaAc -1 0 +1 -1 0 +1 -1 0 +1 

Cu2+ -1 -1 -1 0 0 0 +1 +1 +1 

R Na
+
,Cu2A1B 1,88 1,92 1,00 2,69 2,20 1,29 2,69 2,14 1,93 

R Cu2A1B,Cu
2+ 1,00 1,67 3,40 1,00 1,00 2,00 1,00 1,00 1,11 

HAc/NaAc (mmol L-1): (-1) 50; (0) 60; (+1) 70; 
Cu2+ (mmol L-1): (-1) 5; (0) 7,5; (+1) 10; 
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Figura 4.3 Eletroferogramas dos experimentos: 2 (A); 3 (B), com perfil semelhante ao 6; 4 (C), com 

perfil semelhante aos experimentos 1, 5, 7, 8 e 9. Picos: (1) Na+; (2) Cu2A1B; (3) Cu2+; (4) CuETB. 

Condições experimentais: injeção hidrodinâmica: 30 mbar.5s; voltagem: +25 kV; temperatura no 

cartucho: 25ºC; detecção UV direta em 262 nm; eletrólito descrito na Tabela 4.1. 

 

 

4.1.3 Figuras de Mérito 

 

 

Após o desenvolvimento e otimização da metodologia, algumas figuras de 

mérito, tais como, linearidade, seletividade, repetitividade, exatidão, LD e LQ foram 

avaliados. Os resultados estão apresentados na Tabela 4.2. 

 A seletividade foi avaliada pelo método de adição de padrão. Os valores dos 

coeficientes angulares das curvas de calibração externa e de adição de padrão 

foram iguais para ETB e muito próximos para 2A1B, o que é um indicativo de que a 

seletividade é adequada. 

A linearidade foi avaliada através do coeficiente de determinação (R2) 

(Equação 1.43) e do teste de hipótese a priori (Equação 1.45). Todos os valores de 

R2 foram iguais ou superiores a 0,998, o que é um indicativo de um ajuste 

provavelmente adequado dos dados. Os valores de Fcalc, obtidos a partir do teste de 

hipóteses a priori, foram iguais a 3,22 e 3,28 para ETB e 2A1B, respectivamente. 

Portanto, os valores de Fcalc foram menores que o Ftab(0,05;3;10)= 3,71, não 

evidenciando falta de ajuste no intervalo de 95% de confiança. Com base nos 

resultados de R2 e Fcalc, pode-se concluir que o método apresentou uma relação 

linear entre área e concentração, dentro da faixa de aplicação estudada                   

(0 a 125 mg L-1). 
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A repetitividade (Equação 1.46) foi avaliada em área e em tempo de migração 

no intervalo de 0 a 125 mg L-1, para as curvas de padronização externa e de adição 

de padrão. Os maiores valores de %CV estão apresentados na Tabela 4.2, sendo 

estes menores que 5% indicando boa precisão. 

A exatidão foi determinada através da porcentagem de recuperação (%R) na 

faixa de 25 a 125 mg L-1. A %R média está mostrada na Tabela 4.2, e pode-se 

observar que os resultados ficaram dentro do intervalo de 95-105%, indicando uma 

exatidão adequada. 

O LD (Equação 1.48) e o LQ (Equação 1.50) foram calculados pelo método 

relação sinal-ruído. Os valores determinados foram considerados adequados para 

análise de formulação farmacêutica. O LD igual a 5,9 mg L-1 para 2A1B permitiu a 

detecção deste em concentrações até 0,45% em relação à concentração de ETB. 

2HCl. 
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Tabela 4.2 Resultados estatísticos para linearidade, seletividade, repetitividade, recuperação, LD e LQ 

A: curva de calibração externa (n=3); B: curva de adição de padrão (n=6); F0,05;3;10 = 3,71. 
 

 

 

 
Linearidade e Seletividade  

Repetitividade 

(%CV) 
 

%R 
 LD 

(mg L-1) 

LQ 

(mg L-1) 
Curva Inclinação Intercepto R2 Fcalc  Área tm   

ETB A 0,141 ± 0,002 - 0,197 ± 0,142 0,999 3,22  0,964 1,38  
102  1,7 5,9 

B 0,141 ± 0,003 6,99 ± 0,24 0,998   2,13 3,67  

2A1B A 0,0542 ± 0,0002 - 0,0348 ± 0,0187 0,999 3,28  0,366 1,55  
99,9  5,9 19,6 

B 0,0543 ± 0,0008 - 0,0368 ± 0,0622 0,999   1,94 2,09  
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4.1.4 Análise de Formulação Farmacêutica 

 

 

A quantificação foi realizada pelo método de adição de padrão para seis 

amostras genuínas. O teor de ETB.2HCl determinado foi 390,8 ± 1,2 mg, para o 

valor declarado de 400 mg. No entanto, a presença de 2A1B em concentração igual 

ou superior a 0,45%, em relação à concentração de ETB. 2HCl, não foi detectada. 

A Figura 4.4 mostra os eletroferogramas obtidos para padrão de 2A1B e para 

amostra farmacêutica contendo ETB.2HCl. Na amostra, é possível observar a 

presença de um pico devido ao efeito de matriz, que não interferiu na detecção dos 

analitos. Os picos 1 e 3 foram confirmados por simulação do eletrólito condutor 

utilizando o programa peakmaster 5.2 (STEDRY et al., 2003) e os picos 2 e 4 por 

adição padrão. 
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Figura 4.4 Eletroferogramas: (A) padrão de 2A1B; (B) amostra fortificada com 2A1B; (C) amostra 

concentrada; (D) amostra diluída. Picos: (1) Na+; (2) Cu2A1B; (3) Cu2+; (4) CuETB; (*) efeito de matriz. 

Condições experimentais: injeção hidrodinâmica: 30 mbar.5s; voltagem: +25 kV; temperatura no 

cartucho: 25ºC; detecção UV direta em 262 nm; eletrólito: 60 mmol L-1 de tampão de HAc/NaAc 

(pH 4,6) e 5 mmol L-1 de CuSO4.  

 

 

4.1.5 Considerações 

 

 

O método otimizado apresentou como vantagens: eletrólito condutor simples 

e de baixo custo; curto tempo de análise (2,5 min); aumento significativo na 

sensibilidade em comparação com a metodologia por CE utilizando detecção UV 

(RAGONESE et al., 2002); e em comparação com HPLC, determinação simultânea 
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de ETB e sua impureza, utilização de coluna não-específica, ausência de solvente 

orgânico e reagente de pareamento iônico (JIANG et al., 2002). Este trabalho foi 

publicado em 2008: “FARIA, A.F.; DE SOUZA, M.V.N.; BRUNS, R.E.;  DE 

OLIVEIRA,M.A.L.; Optimization of an electrolyte system for analysis of ethambutol in 

pharmaceutical formulations by capillary zone electrophoresis using complexation 

with copper(II). Journal of Chromatography A, Netherlands, v. 1202, n. 2, p. 224-

228, aug. 2008.” 

 Em colaboração com o grupo de pesquisa do Prof. José Alberto Fracassi da 

Silva, da UNICAMP, foi desenvolvida uma nova metodologia para determinação de 

ETB e 2A1B por CE com detecção condutométrica. Este segundo trabalho foi 

publicado em 2010: “DA SILVA, J.A.F.; DE CASTRO, N.V.; DE JESUS, D.P.; FARIA, 

A.F.; DE SOUZA, M.V.N.; DE OLIVEIRA, M.A.L.; Fast determination of ethambutol in 

pharmaceutical formulations using capillary electrophoresis with capacitively coupled 

contactless conductivity detection. Electrophoresis, Germany, v. 31, n. 3, p. 570-

574, feb. 2010.” 
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4.2 METODOLOGIA ESPECTROFOTOMÉTRICA ALTERNATIVA PARA ANÁLISE 

DE ETAMBUTOL EM FORMULAÇÃO FARMACÊUTICA 

 

Uma vez que, a espectrofotometria é uma das técnicas analíticas simples, 

versátil, robusta, de alta adesão e baixo custo, a implementação de um método 

alternativo para análise de ETB em matéria prima ou isoladamente em prepações 

farmacêuticas sinaliza positivamente. Dentro deste contexto, uma metodologia 

espectrofotométrica, alternativa aos métodos de separação, foi desenvolvida e 

otimizada para análise de ETB em formulação farmacêutica, através da 

complexação com Cu(II), conforme descrito no item 4.1. 

 

 

4.2.1 Otimização do Sinal de Absorbância 

 

 

 A fim de maximizar a sensibilidade do sinal analítico um planejamento fatorial 

32 com quadruplicata no ponto central (NETO et al., 2007), utilizando como fatores 

concentração de tampão HAc/NaAc (pH 4,6) e concentração de Cu2+, foi realizado. A 

Tabela 4.3 mostra a matriz de planejamento e as absorbâncias medidas. A Figura 

4.5 apresenta os espectros eletrônicos para o planejamento fatorial 32. 
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Tabela 4.3 Matriz de planejamento 32 e as absorbâncias medidas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cu2+ (mmol L-1): (-1) 0,1; (0) 0,3; (+1) 0,5; 
Tampão HAc/NaAc (mmol L-1): (-1) 5; (0) 32,5; (+1) 60. 
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Figura 4.5 Espectros eletrônico do complexo CuETB para o planejamento fatorial 32. 

Experimento Cu2+ Tampão HAc/NaAc Absorbância 

1 -1 -1 0,259 

2 -1 0 0,212 

3 -1 +1 0,188 

4 0 -1 0,588 

5 0 0 0,523 

6 0 +1 0,468 

7 +1 -1 0,746 

8 +1 0 0,732 

9 +1 +1 0,652 

10 0 0 0,541 

11 0 0 0,535 

12 0 0 0,525 
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 Analisando as absorbâncias dos 12 experimentos realizados (Tabela 4.3 e 

Figura 4.5) pode-se observar que o experimento 7, com tampão HAc/NaAc no nível 

(-1) e Cu2+ no nível (+1), foi o mais favorável para a formação do complexo CuETB. 

Portanto, a condição otimizada consistiu na diluição dos padrões em 5 mmol L-1 de 

tampão HAc/NaAc e 0,5 mmol L-1 de CuSO4. 

Análise de regressão por superfície de resposta, para as absorbâncias 

obtidas do planejamento de fatorial 32, foi realizada utilizando o modelo quadrático 

completo (Equação 1.41). Os estimadores dos parâmetros populacionais do modelo 

foram calculados pelo método dos mínimos quadrados através da Equação 1.36. As 

matrizes X e y usadas para determinação dos estimadores estão apresentadas a 

seguir: 
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onde: X1 é o fator Cu2+; 

X2 é o fator Tampão HAc/NaAc; 21X  é o parâmetro quadrático para o Cu2+; 22X  é o parâmetro quadrático para o tampão HAc/NaAc; 

X12 é a interação Cu2+ com tampão HAc/NaAc. 

 

 Logo, os estimadores foram obtidos pelo produto das matrizes (XTX)-1 e XTy: 
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A Tabela 4.4 mostra os valores calculados para os coeficientes (estimadores 

dos parâmetros populacionais) e p-valores (p-valor é a probabilidade da hipótese 

nula). Usando um nível de significância de 5%, é considerado que um fator afeta a 

resposta se os coeficientes diferirem de zero e o p-valor for menor que 0,050 

(RAGONESE et al., 2002). 
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Tabela 4.4 Estimadores do modelo para absorbância 

Termo Coeficiente Erro padrão p-valor 

Constante 0,532 ± 0,004 0,000 

[Cu2+] 0,260 ± 0,003 0,000 

[HAc/NaAc] -0,0475 ± 0,003 0,001 

[Cu2+] x [Cu2+] -0,0629 ± 0,005 0,001 

[HAc/NaAc] x [HAc/NaAc] -0,00690 ± 0,005 0,277 

[Cu2+] x [HAc/NaAc]    -0,0223 ± 0,004 0,268 

 

 

 Os resultados apresentados na Tabela 4.4 mostram que apenas os termos 

[HAc/NaAc] x [HAc/NaAc] e [Cu2+] x [HAc/NaAc] não são significativos, ou seja, o 

parâmetro quadrático do tampão e a interação Cu2+ com tampão não produzem 

alterações significativas no sinal de absorbância. 

O ajuste do modelo foi avaliado através da análise de variância (ANOVA) e os 

resultados estão apresentados na Tabela 4.5.  

 

 

Tabela 4.5 Resultados da ANOVA para o ajuste do modelo linear nos parâmetros, 

pelo método dos mínimos quadrados 

Fonte de Variação Soma Quadrática ν Média Quadrática 

Regressão 3,88 x 10-1 5 7,75 x 10-2 

Resíduo 8,57 x 10-4 6 1,43 x 10-4 

Falta de ajuste 6,41 x 10-4 3 2,14 x 10-4 

Erro Puro 2,16 x 10-4 3 7,20 x 10-5 

Total 3,89 x 10-1 11 3,53 x 10-2 

% de variação explicada 99,8   

% máxima de variação 

explicável 
99,9 

  

Fcalc 2,97   
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Os resultados indicam que não há evidência de falta de ajuste no modelo, no 

intervalo de 95% de confiança, pois o valor Fcalc foi igual a 2,97 menor que o 

Ftab(0,05;3;3), 9,28. Assim, foi possível obter a superfície de resposta para o modelo 

(Figura 4.6). A análise do gráfico de superfície de resposta confirma que a melhor 

condição experimental para a formação do complexo CuETB é tampão HAc/NaAc   

(-1) e Cu2+ (+1). 

 

 
Figura 4.6 Superfície de resposta para o modelo ajustado. 

 

 

4.2.2 Análise de Formulação Farmacêutica 

 

 

 Após a otimização da metodologia, esta foi aplicada a análise de comprimidos 

contendo ETB.2HCl. A quantificação foi realizada por curva de calibração externa 

em oito níveis de concentração e em triplicata genuína (Figura 4.7). Um modelo 

polinomial foi ajustado usando o método dos mínimos quadrados (Equação 4.1): 

 

 

 

 

(4.1)346028221540719201500090ˆ 2 ),(X,),X(,),(,y ±−±+±=
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Figura 4.7 Curva de calibração externa para a quantificação espectrofotométrica. 

 

 

 O ajuste do modelo polinomial foi avaliado usando o teste de hipóteses a 

priori (Equação 1.45). O valor do Fcalc foi igual a 2,66, menor que 2,74, valor do 

Ftab(6;16;0,05). Portanto, não há evidências de falta de ajuste para o modelo, no 

intervalo de 95% de confiança. 

 Após o ajuste do modelo, cinco amostras genuínas foram preparadas e 

analisadas pelo método espectrofotométrico e por CZE. Testes estatísticos como 

teste de normalidade (Shapiro-Wilk), homogeneidade das variâncias (Levene) e 

teste t para amostras independentes foram realizadas para verificar evidências de 

diferença significativa entre as metodologias (MONTGOMERY, 2005). A Tabela 4.6 

mostra os resultados da determinação de ETB.2HCl em formulações farmacêuticas 

por espectrofotometria em comparação com o método por CZE descrito no item 4.1. 

 Analisando os resultados do teste de Shapiro-Wilk verificou-se que ambas as 

metodologias seguem uma distribuição normal, pois os p-valores foram iguais a 

0,075 e 0,703 para espectrofotometria e CZE, respectivamente, ambos maiores que 

0,05. Em seguida, foi realizado o teste de Levene que indicou que as variâncias das 

metodologias não são significativamente diferentes (p-valor: 0,203 > 0,050). Após a 

verificação da homogeneidade das variâncias selecionou-se o teste t não-pareado 

com variância agrupada. O resultado do teste t mostrou que não há evidências de 

diferença significativa entre as metodologias por espectrofotometria e por CZE, 

dentro do intervalo de 95% de confiança (p-valor: 0,095 > 0,050). 
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Tabela 4.6 Análise estatística dos teores de ETB.2HCl determinados por CZE e por 

espectrofotometria 

Réplicas genuínas 1 2 3 4 5 média s 

*Espectrofotometria (mg) 413,8 395,4 421,5 413,8 395,4 408,0 11,9 

**CZE (mg) 392,8 382,7 397,6 404,9 400,1 395,6 8,4 

s: desvio padrão; 
Teor declarado: 400,0 mg; 
Teste de normalidade (Shapiro-Wilk): p-valor: 0,075*; 0,703**;  
Homogeneidade das variâncias: p-valor (Levene): 0,203; 
Teste t para amostras independentes: p-valor: 0,095. 
 

 

 Para a determinação espectrofotométrica da amostra farmacêutica, a 

repetitividade foi de 2,92%, a porcentagem de recuperação ficou na faixa de 101 a 

104%, o LD e o LQ foram calculados através do método sinal-ruído (Equações 1.48 

e 1.50) e os valores determinados foram 0,6 e 1,9 mg L-1 de ETB.2HCl, 

respectivamente.  

 

 

4.2.3 Considerações 

 

  

 O método espectrofotométrico otimizado mostrou-se mais simples e rápido 

que o desenvolvido por HASSAN & SHALABY. No método espectrofotométrico 

descrito na literatura (HASSAN & SHALABY, 1992), o processo de preparo da 

amostra é longo e árduo, envolvendo etapas como aquecimento, arrefecimento e 

filtração, antes de fazer a leitura de absorbância. Na quantificação de ETB.2HCl, o 

método espectrofotométrico otimizado forneceu resultados semelhantes aos obtidos 

por CZE. 

 Esse trabalho foi realizado com a colaboração das alunas de iniciação 

científica Luiza F. Marcellos e Juliana P. Vasconcelos. Também foi realizado um 

trabalho em paralelo pelo grupo de pesquisa da Prof.ª Renata Diniz, desta 

instituição, que obteve a estrutura cristalina do complexo CuETB (Figura 4.8).   
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O manuscrito, envolvendo a otimização da metodologia analítica e a 

cristalização do complexo, está submetido ao Journal of Brazilian Chemical 

Society: “FARIA, A.F.; MARCELLOS, L.F.; VASCONCELOS, J.P.; DE SOUZA, 

M.V.N.; JÚNIOR, A.L.S.; DO CARMO, W.R.; DINIZ, R.; DE OLIVEIRA, M.A.L.; 

Alternative UV spectrophotometry methodology for ethambutol analysis in 

pharmaceutical formulations.” 

 

 

 
 

Figura 4.8 Estrutura cristalina do complexo CuETB. 
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4.3 ANÁLISE SIMULTÂNEA DOS TUBERCULOSTÁTICOS DE PRIMEIRA 

ESCOLHA EM FORMULAÇÕES FARMACÊUTICAS POR CZE SOB 

DETECÇÃO UV 

 

 

 A determinação simultânea de ETB, ISO, RIF e PIR utilizando detecção UV 

não foi reportada na literatura até o momento; provavelmente, devido à baixa 

absortividade molar do ETB, que torna esta análise simultânea um grande desafio. 

Além disto, a associação destes quatro medicamentos em um único comprimido (4-

DFC) é recomendada pela OMS (WHO, 2001; PANCHAGNULA et al., 2004) e foi 

recentemente disponibilizada para o tratamento da TB no Brasil (MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, 2009). Portanto, o desenvolvimento, otimização e validação de métodos 

analíticos simples, eficiente, robusto, de baixo custo, rápido e adequado para análise 

de rotina de controle de qualidade é necessário. 

 Dentro desse contexto, este trabalho propõe o desenvolvimento, otimização e 

validação de uma metodologia alternativa por CZE utilizando detecção direta em 262 

nm para a determinação simultânea de ETB, ISO, RIF e PIR em diferentes 

formulações farmacêuticas. 

 

 

4.3.1 Otimização do Sistema de Eletrólito 

 

 

Analisando a curva de mobilidade efetiva (µef) (TAVARES, 1996) na Figura 

4.9, pode-se verificar que ISO e RIF estão como espécies catiônicas na faixa de pH 

de 0 a 5,5 e o ETB de 0 a 8,0; enquanto que a PIR está neutra em quase todo o 

intervalo de pH. Inicialmente, uma análise por CE pode ser realizada por CZE, se os 

analitos estiverem ionizados, ou por MEKC, se os analitos forem espécies neutras. 

Por CZE, o problema seria a PIR devido ao seu comportamento neutro. Quanto ao 

modo de MEKC, uma alternativa seria a utilização de SDS como surfactante 

aniônico em pH próximo a 9,0 (ACEDO-VALENZUELA et al., 2002). O principal 

problema desta abordagem é a baixa absortividade do ETB no UV, o que exigiria 

uma condição de contorno, como a adição de um cromóforo ao sistema de eletrólito 

para realização de detecção indireta ou uma reação de derivatização para formar um 
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aduto cromóforo. A Figura 4.10 mostra os espectros eletrônicos do ETB, ISO, RIF e 

PIR.  

 

 
Figura 4.9 Curva de mobilidade efetiva para ETB, ISO, RIF e RIR. 
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Figura 4.10 Espectros UV-vis de 10 mg L-1 de ETB, CuETB (com adição de 2,5 x 10-4 mol L-1 de 

Cu2+), ISO, RIF e PIR. Todas as soluções foram diluídas em 60 mmol L-1 de solução tampão 

HAc/NaAc. 
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Uma alternativa interessante seria adicionar Cu2+ ao sistema de eletrólito, 

como realizado para análise de ETB e sua impureza, para formar complexo com 

ETB. Entretanto, a análise simultânea dos quatro fármacos por CZE com detecção 

UV, só seria possível se o Cu2+ também interagisse com a PIR formando um 

composto carregado. 

Tendo como base a discussão anterior, um planejamento fatorial Box-

Behnken 33 foi realizado para otimizar o sistema de eletrólito, a fim de obter a 

separação simultânea de ETB, ISO, RIF e PIR sob detecção UV. Os fatores 

selecionados foram Brij 35, Cu2+ e tampão HAc/NaAc. Brij 35 foi selecionado para 

verificar qual o nível de concentração seria capaz de impedir a decomposição da 

RIF. A RIF sofre hidrólise ácida formando 3-formilrifampicina, esta reação é duas 

vezes mais rápida na presença de ISO (SHISHOO et al., 1999). Além disto, 3-

formilrifampicina reage com a ISO para formar isonicotinil hidrazona (SINGH et al., 

2001), reação que é catalisada por ETB e PIR (BHUTANI et al., 2005). De acordo 

com JINDAL et al., 1994, o uso de tensoativos na preparação da solução de RIF 

aumenta a sua solubilidade em água e inibe sua decomposição. O íon Cu2+ foi 

usado como aditivo para formar aduto cromóforo com ETB e aduto catiônico com 

PIR, e o tampão HAc/NaAc foi usado para manter o pH entre 4,5 e 5,0 (JIANG et al., 

2002), conforme devidamente justificado no item 4.1. 

A Tabela 4.7 mostra a matriz de planejamento para um Box-Behnken 33. 

Parâmetros instrumentais tais como tensão, temperatura no cartucho, comprimento 

de onda, tempo de injeção e comprimento capilar foram mantidos constantes. 

Mistura dos padrões para cada experimento foi diluída em solução aquosa contendo 

Brij 35 e CuSO4 nas concentrações descritas na Tabela 4.7.  

A Figura 4.11 apresenta as respostas quantitativas (NRIF e RPIR,pico do sistema) e 

qualitativas (ausência e presença de decomposição no pico da RIF) monitoradas 

para o planejamento fatorial Box-Behnken 33:  
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Tabela 4.7 Matriz de planejamento para um Box-Behnken 33 

Experimento  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 

HAc/NaAc -1 +1 -1 +1 -1 +1 -1 +1 0 0 0 0 0 

Cu2+ -1 -1 +1 +1 0 0 0 0 -1 +1 -1 +1 0 

Brij 35 0 0 0 0 -1 -1 +1 +1 -1 -1 +1 +1 0 

Tampão HAc/NaAc (mmol L-1): (-1) 50; (0) 60; (+1) 70; Cu2+ (mmol L-1): (-1) 7,5; (0) 10; (+1) 12,5; 
 Brij 35 (mmol L-1): (-1) 1,5; (0) 2,0; (+1) 2,5. 
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Figura 4.11 Gráfico de número de pratos da RIF (NRIF), valor arbitrário de 4000 para ausência e 1000 

para presença de decomposição no pico da RIF e RPIR,pico do sistema versus  experimento realizado para 

planejamento fatorial Box-Behnken 33. 

 

 

Analisando os resultados apresentados na Figura 4.11, verificou-se que 

apenas o experimento 3 apresentou, simultaneamente, resolução maior que 1,50 

para o par crítico (RPIR,pico do sistema), ausência de degradação da RIF e maior número 

de pratos para a RIF. Comparando o experimento 3 com 1, em que a concentração 

Cu2+ diminuiu de 12,5 mmol L-1 para 7,5 mmol L-1, a co-migração da PIR com o EOF 

foi observada. Uma explicação para este comportamento é que no nível (-1) não há 

Cu2+ suficiente reagir com a PIR produzindo carga efetiva positiva capaz de deslocar 

a PIR do EOF. Além disso, comparando o experimento 3 com 4, observou-se que a 



RESULTADOS E DISCUSSÃO                                                                                                          94 
 

 

variação da concentração do tampão de 50 para 70 mmol L-1 provocou deformação 

do pico da RIF. Esta deformação pode ser atribuída à ocorrência de degradação do 

composto no capilar, devido a efeito antagônico no nível (+1) de tampão. 

Finalmente, comparando o experimento 3 com 2, nos quais apenas a concentração 

de tensoativo foi mantida constante (0), a deformação do pico da RIF e co-migração 

da PIR com o EOF foram observados simultaneamente, quando a concentração do 

tampão variou do nível (+1) para (-1) e de Cu2+ do nível (-1) para (+1). Assim, pode-

se concluir que existe uma correlação entre a concentração do tampão e de Cu2+, 

para um nível de tensoativo, que delimita o desempenho da separação, no contexto 

de evitar a degradação da RIF e a co-migração da PIR com o EOF, 

simultaneamente. Portanto, o eletrólito constituído de 50 mmol L-1 de tampão 

HAc/NaAc (pH 4,6) e 12,5 mmol L-1 de CuSO4, e o preparo das soluções de padrões 

em 2,0 mmol L-1 de Brij 35 e 12,5 mmol L-1 de CuSO4 foram otimizados. 

A Figura 4.12 apresenta os quatro eletroferogramas considerados 

representativos para todo o conjunto experimental. A letra A representa o 

experimento 3, a letra B o experimento 1, a letra C o experimento 10 com perfil 

semelhante aos experimentos 4, 5, 12 e 13 e a letra D o experimento 9 com perfil 

semelhante aos experimentos 2, 6, 7, 8 e 11.  
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Figura 4.12 Separação de mistura de padrões: (1) ETB, (2) ISO, (3) RIF e (4) PIR, diluída em solução 

aquosa CuSO4 e Brij 35 nas concentrações descrita na Tabela 4.7; solução estoque de RIF foi 

preparada em Brij 35 na concentração descrita na Tabela 4.7. Eletroferograma: (A) experimento 3; (B) 

experimento 1; (C) experimento 10 com perfil semelhante aos experimentos 4, 5, 12 e 13; (D) 

experimento 9 com perfil semelhante aos experimentos 2, 6, 7, 8 e 11. Condições experimentais: 

injeção hidrodinâmica: 30 mbar.5s; voltagem: +25 kV; temperatura no cartucho: 25ºC; detecção UV 

direta em 262 nm; capilar: 75 µm x 48,5 cm; eletrólito conforme descrito na Tabela 4.7. 

 

 

Após a otimização da metodologia, um procedimento simples foi realizado 

para confirmar a interação dos analitos com Cu2+. Foram realizados dois 

experimentos, por CE, o primeiro utilizando as condições otimizadas e o segundo 

utilizando às mesmas condições, exceto a adição de Cu2+. Ao comparar os dois 

eletroferogramas na Figura 4.13, verificou-se que a RIF sofreu decomposição na 

ausência de Cu2+, confirmando a interação Cu-RIF; e a PIR deslocou do pico do 

EOF, sugerindo a formação de um complexo catiônico com Cu2+. 
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Figura 4.13 Separação de mistura de padrões (1) ETB, (2) ISO, (3) RIF, (4) PIR; (*) produto de 

degradação da RIF. Eletroferogramas: (A) nas condições otimizadas descritas na Figura 4.12, (B) nas 

mesmas condições experimentais, exceto adição de Cu2+ no eletrólito e na diluição dos padrões. 

 

 

4.3.2 Seleção do Padrão Interno 

 

 

 Após a otimização do sistema de eletrólito e do preparo dos padrões, 

verificou-se a necessidade do uso de um padrão interno. Foram realizados alguns 

experimentos e a sparfloxacina (SPFLX) foi selecionada em função de apresentar 

comportamento químico semelhante aos analitos de interesse. Realizou-se um 

estudo da voltagem aplicada, variando-a de +20 a +27 kV a fim de otimizar a 

resolução entre os picos ETB e do padrão interno. A Figura 4.14 apresenta os 

resultados de RETB,PI e tempo de migração do padrão interno (tPI). A voltagem de +22 

kV foi selecionada, pois apresentou, simultaneamente, RETB, PI maior que 1,50 e 

menor tempo de análise. 
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Figura 4.14 Gráfico de RETB, PI e TPI versus voltagem aplicada. 

 

 

4.3.3 Estudo da Estabilidade do Eletrólito e da Solução de RIF 

 

 

Após otimização das condições experimentais, realizou-se um estudo para 

avaliar a estabilidade do sistema de eletrólito e da solução de RIF. Uma mistura de 

padrões contendo 50 mg L-1 de ETB, ISO, RIF e PIR foi submetida a 40 injeções 

consecutivas utilizando o mesmo sistema de eletrólito. Em seguida, as soluções de 

eletrólito foram trocadas por soluções frescas e a mesma mistura de padrões foi 

submetida a mais 40 injeções consecutivas. Observou-se que a partir da 33ª corrida 

o pico da ISO apresentou sinais de deformação. Portanto, recomenda-se substituir o 

sistema de eletrólito a partir da 30ª injeção. Além disto, foi possível verificar que a 

solução aquosa de RIF, preparada em 2,0 mmol L-1 de Brij 35 e 12,5 mmol L-1 de 

CuSO4, não sofreu decomposição durante 18 h de monitoramento. A Figura 4.15 

mostra o eletroferograma da 1ª e da 33ª análise, com o mesmo eletrólito, e da 41ª 

análise, ou seja, da 1ª análise após a substituição do eletrólito.  
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Figura 4.15 Separação de mistura de padrões (1) ETB, (2) SPFLX – PI, (3) ISO, (4) RIF, (5) PIR. 

Eletroferogramas: (A) 1ª corrida, (B) 33ª corrida, (C) 1ª corrida após substituição do eletrólito. 

Condições experimentais: injeção hidrodinâmica: 30 mbar.5s; voltagem: +22 kV; temperatura no 

cartucho: 25ºC; detecção UV direta em 262 nm; capilar: 75 µm x 48,5 cm; eletrólito: 50 mmol L-1 de 

tampão HAc/NaAc e 12,5 mmol L-1 de CuSO4.  

 

 

4.3.4 Validação 

 

 

Após desenvolvimento e otimização da metodologia, alguns parâmetros de 

validação como linearidade, seletividade, precisão, exatidão, LD, LQ e robustez 

foram avaliados. Inicialmente, foi realizado estudo de conformidade do sistema. 

 

 

4.3.4.1 Conformidade do Sistema 

 

 

A conformidade do sistema foi avaliada por dois parâmetros: resolução entre 

os pares de picos adjacentes e repetitividade em área e em tempo de migração. A 

resolução e repetitividade foram calculadas para 25 injeções consecutivas de 

mistura de padrões e os resultados estão apresentados na Tabela 4.8. 
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Todos os valores de %CV (Equação 1.46) para a razão área do padrão pela 

área do PI e para o tempo de migração dos padrões foram menores que 5,00%, e as 

resoluções para os pares de picos adjacentes foram maiores que 1,50. Portanto, o 

sistema está apto para realização dos procedimentos de validação. 

 

 

Tabela 4.8 Resultados do estudo de conformidade do sistema 

Padrão 
%CV 

Resolução 
Área (Padrão/PI) Tmig (Padrão) 

ETB1 2,49 1,69 1,94 R1,2 

SPFLX (PI) 2 ------ ------ 2,60 R
2,3 

ISO3 2,38 1,90 3,14 R
3,4 

RIF4 3,59 2,14 13,9 R
4,5 

PIR5 2,39 3,14 ------ 

n = 25. 

 

 

4.3.4.2 Parâmetros de Validação 

 

 

A seletividade foi avaliada pelo método de adição de padrão. Os valores dos 

coeficientes angulares das curvas de calibração externa e de adição de padrão 

foram muito próximos para todos os analitos (Tabela 4.9), o que é um indicativo de 

que a seletividade é adequada. 

A linearidade foi avaliada através do coeficiente de determinação (R2) 

(Equação 1.43) e do teste de hipótese a priori (Equação 1.45) (Tabela 4.9). Todos os 

valores de R2 foram iguais ou superiores a 0,998, o que é um indicativo de um ajuste 

provavelmente adequado dos dados. Os valores de Fcalc, obtidos a partir do teste de 

hipóteses a priori, foram iguais a 3,00, 2,96, 3,00 e 2,99 para ETB, ISO, RIF e PIR, 

respectivamente. Portanto, os valores de Fcalc foram menores que o Ftab(0,05;4;12)= 

3,26, não evidenciando falta de ajuste no intervalo de 95% de confiança. Com base 

nos resultados de R2 e Fcalc, pode-se concluir que o método apresentou uma relação 
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linear entre razão da área do padrão pela área do PI e razão da concentração do 

padrão pela concentração do PI, dentro da faixa de aplicação estudada de 16 a 96 

mg L-1 para ETB, de 8 a 48 mg L-1 para ISO, de 10 a 60 mg L-1 para RIF e de 24 a 

144 mg L-1 para PIR. 

A repetitividade (Equação 1.46) foi avaliada em área, através da razão da 

área do padrão pela área do PI, e em tempo de migração para as curvas de 

padronização externa e de adição de padrão. Os maiores valores de %CV estão 

apresentados na Tabela 4.9, sendo estes menores que 5% indicando boa precisão. 

A exatidão foi determinada através da porcentagem de recuperação (%R) na 

faixa de aplicação para cada analito. A %R média está mostrada na Tabela 4.9, e 

pode-se observar que os resultados ficaram dentro do intervalo de 95-105%, 

indicando uma exatidão adequada. 

O LD (Equação 1.48) e o LQ (Equação 1.50) foram calculados pelo método 

relação sinal-ruído. Os valores determinados (Tabela 4.9) foram considerados 

adequados para análise de formulação farmacêutica.  



RESULTADOS E DISCUSSÃO                                                                                                                                                                                                   101 
 

 

Tabela 4.9 Resultados estatísticos para linearidade, seletividade, repetitividade, recuperação, LD e LQ 

 

A: curva de calibração externa (n=3); B: curva de adição de padrão (n=6); F0,05;4;12 = 3,26. 

 

 

 

 
Linearidade e Seletividade  

Repetitividade 

(%CV) 
 

%R 
 LD 

(mg L-1) 

LQ 

(mg L-1) 
Curva Inclinação Intercepto R2 Fcalc  Área tm   

ETB 
A 0,477 ± 0,009 - 0,0272 ± 0,0275 0,999 3,00  3,61 3,58  

98,7  2,9 9,7 
B 0,476 ± 0,008 0,618 ± 0,014 0,999   2,53 1,56  

ISO 
A 0,921± 0,019 - 0,0671 ± 0,0294 0,998 2,96  3,17 4,15  

97,9  0,8 2,5 
B 0,922 ± 0,018 0,198 ± 0,017 0,998   2,10 1,70  

RIF 
A 0,874 ± 0,007 - 0,0443 ± 0,0130 0,999 3,00  3,29 2,48  

100 
 

0,6 2,1 
B 0,865 ± 0,017 1,08 ± 0,02 0,998   1,77 1,96   

PIR 
A 3,18 ± 0,05 -0,179 ± 0,210 0,999 2,99  3,87 4,93  

98,4 
 

1,4 4,8 
B 3,22 ± 0,05 8,80 ± 0,13 0,999   1,78 3,19   
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Um planejamento fatorial Box-Behnken 33 foi realizado a fim de avaliar a 

robustez do método em três pontos críticos: resolução entre PIR e pico do sistema, 

decomposição da RIF e resolução entre ETB e PI. Os fatores selecionados foram 

concentração de Cu2+, concentração de Brij 35 e voltagem aplicada.  

Tabela 4.10 apresenta a matriz de planejamento, onde os experimentos 13, 

14 e 15 são replicas do ponto central, e os resultados. 

 

 

Tabela 4.10 Matriz de planejamento para o Box-Behnken 33 e resultados para 

avaliação da robustez 
 

Experimento Brij 35 Cu2+ Voltagem RETB, PI 
RPIR, pico 

do sistema 
NRIF (x 104), m-1 

1 -1 -1 0 1,86 2,77 6,69 

2 +1 -1 0 1,84 2,87 6,43 

3 -1 +1 0 1,78 2,81 6,82 

4 +1 +1 0 1,75 3,12 6,66 

5 -1 0 -1 2,12 4,40 6,71 

6 +1 0 -1 1,82 3,86 6,96 

7 -1 0 +1 1,92 3,64 7,19 

8 +1 0 +1 2,01 3,80 6,97 

9 0 -1 -1 1,81 3,02 6,96 

10 0 +1 -1 1,76 3,48 7,23 

11 0 -1 +1 1,90 3,12 7,00 

12 0 +1 +1 1,88 3,59 6,87 

13 0 0 0 1,92 3,34 6,89 

14 0 0 0 1,93 3,50 6,79 

15 0 0 0 1,96 3,48 6,77 

Brij 35 (mmol L-1): (-1) 1,8; (0) 2,0; (+1) 2,2; Cu2+ (mmol L-1): (-1) 12,0; (0) 12,5; (+1) 13,0;       
Voltagem (kV): (-1) 21,5; (0) 22,0; (+1) 22,5. 

 

 

Analisando os resultados na Tabela 4.10, verificou-se que pequenas 

variações na concentração de Cu2+ e na voltagem aplicada não provocaram 

alterações significativas nas resoluções, RPIR, pico do sistema e RETB,PI, pois em todos os 
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experimentos as resoluções foram maiores que 1,50. Além disto, não foi detectada 

decomposição da RIF nos 15 experimentos realizados, o que foi quantitativamente 

confirmado através da variação pouco significativa no NRIF, 6,68 (± 0,21) x 104 m-1. 

Portanto, a decomposição da RIF não ocorreu com pequenas variações na 

concentração de Brij 35 e Cu2+.  

Análise de regressão por superfície de resposta para as respostas 

monitoradas (RPIR, pico do sistema, RETB,PI e NRIF) foram realizadas usando o modelo 

quadrático completo (Equação 1.41). Os estimadores dos parâmetros populacionais 

do modelo foram calculados pelo método dos mínimos quadrados através da 

Equação 1.36. As matrizes X e y usadas para determinação dos estimadores para 

RETB,PI estão apresentadas abaixo, matrizes similares foram utilizadas para 

determinar os estimadores para RPIR,pico do sistema e NRIF. 
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23X  é o parâmetro quadrático para a voltagem; 

X12 é a interação Brij 35 com Cu2+; 

X13 é a interação Brij 35 com voltagem; 

X23 é a interação Cu2+ com voltagem. 

 

 

A Tabela 4.11 mostra os valores calculados para os coeficientes e p-valores 

para os três modelos ajustados. Usando um nível de significância de 5%, é 

considerado que um fator afeta a resposta se os coeficientes diferirem de zero e o p-

valor for menor que 0,050 (RAGONESE et al., 2002). 

Os resultados apresentados na Tabela 4.11 mostram que apenas os termos: 

constante (b0), [Brij 35], [Cu2+] x [Cu2+] e [Brij 35] x Voltagem; constante (b0), [Cu2+], 

[Cu2+] x [Cu2+] e Voltagem x Voltagem; constante (b0) e Voltagem x Voltagem são 

significativos para RETB,PI, RPIR,pico do sistema e NRIF, respectivamente. Sendo assim, 

todos os fatores afetam os resultados da RETB,PI. Entretanto, para a RPIR,pico do sistema 

apenas a concentração de Cu2+ e a voltagem contribuem significativamente e para o 

NRIF apenas a variação na voltagem foi relevante. 

O ajuste dos modelos foi avaliado através de análise de variância (ANOVA) e 

os resultados estão apresentados na Tabela 4.12. 
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Tabela 4.11 Estimadores dos modelos para RETB,PI, RPIR,pico do sistema e NRIF 

Termo 

RETB,PI RPIR,pico do sistema NRIF 

Coeficiente Erro padrão p-valor Coeficiente Erro padrão p-valor Coeficiente Erro padrão p-valor 

Constante 1,94 ± 1,20 x 10-2 3,90 x 10-5 3,44 ± 5,03 x 10-2 2,14 x 10-4 6,82 x 104 ± 3,72 x 102 3,00 x 10-5 

[Brij 35] - 3,25 x 10-2 ± 7,36 x 10-2 4,76 x 10-2 3,75 x 10-3 ± 3,08 x 10-2 9,14 x 10-1 - 4,94 x 102 ± 2,28 x 102 1,65 x 10-1 

[Cu2+] - 3,00 x 10-2 ± 7,36 x 10-2 5,52 x 10-2 1,53 x 10-1 ± 3,08 x 10-2 3,85 x 10-2 6,33 x 102 ± 2,28 x 102 1,11 x 10-1 

Volt. 2,50 x 10-2 ± 7,36 x 10-2 7,68 x 10-2 - 7,62 x 10-2 ± 3,08 x 10-2 1,32 x 10-1 2,25 x 102 ± 2,28 x 102 4,49 x 10-1 

[Brij 35] x [Brij 35] 4,17 x 10-4 ± 1,08 x 10-2 9,73 x 10-1 3,75 x 10-2 ± 4,54 x 10-2 4,95 x 10-1 - 1,11 x 103 ± 3,35 x 102 7,87 x 10-2 

[Cu2+] x [Cu2+] - 1,30 x 10-1 ± 1,08 x 10-1 6,92 x 10-3 - 5,85 x 10-1 ± 4,54 x 10-2 5,96 x 10-3 - 5,39 x 102 ± 3,35 x 102 2,44 x 10-1 

Volt. x Volt. 3,04 x 10-2 ± 1,08 x 10-2 1,07 x 10-1 4,48 x 10-1 ± 4,54 x 10-2 1,01 x 10-2 2,51 x 103 ± 3,35 x 102 1,71 x 10-2 

[Brij 35] x [Cu2+] - 2,50 x 10-3 ± 1,04 x 10-2 8,33 x 10-1 5,25 x 10-2 ± 4,36 x 10-2 3,52 x 10-1 2,37 x 102 ± 3,22 x 102 5,18 x 10-1 

[Brij 35] x Volt. 9,75 x 10-2 ± 1,04 x 10-2 1,12 x 10-2 1,75 x 10-1 ± 4,36 x 10-2 5,86 x 10-2 -1,16 x 102 ± 3,22 x 102 6,74 x 10-2 

[Cu2+] x Volt. 7,50 x 10-3 ± 1,04 x 10-2 5,46 x 10-1 2,50 x 10-3 ± 4,36 x 10-2 9,59 x 10-1 - 9,95 x 102 ± 3,22 x 102 8,97 x 10-2 

Volt.: voltagem. 
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Tabela 4.12 Resultados da ANOVA para o ajuste dos modelos lineares nos parâmetros, pelo método dos mínimos quadrados 

 

Fonte de Variação 
RETB,PI  RPIR,pico do sistema  NRIF 

SQ ν MQ  SQ ν MQ  SQ ν MQ 

Regressão 1,26 x 10-1 9 1,40 x 10-2  2,53 9 2,81 x 10-1  4,62 x 107 9 5,14 x 106 

Resíduo 1,14 x 10-2 5 2,29 x 10-3  2,77 x 10-1 5 5,54 x 10-2  1,22 x 107 5 2,44 x 106 

Falta de ajuste 1,06 x 10-2 3 3,52 x 10-3  2,62 x 10-1 3 8,73 x 10-2  1,13 x 107 3 3,78 x 106 

Erro Puro 8,67 x 10-4 2 4,33 x 10-4  1,52 x 10-2 2 7,62 x 10-3  8,30 x 105 2 4,15 x 105 

Total 1,39 x 10-1 14 9,90 x 10-3  2,82 14 2,01 x 10-1  5,84 x 107 14 4,17 x 106 

Fcalc 8,1    11,5    9,1   
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Os modelos de regressão ajustados não apresentam falta de ajuste no nível 

de confiança de 95%, uma vez que, os valores de Fcalc obtidos pela ANOVA para 

RETB,PI, RPIR,pico do sistema e NRIF foram iguais a 8,1, 11,5 e 9,1 , respectivamente, 

menores que o valor Ftab(0,05; 3;2), 19,3. Assim, foi possível obter três superfícies de 

resposta para cada modelo, a superfície considerada mais significativa, para cada 

modelo, está representada na Figura 4.16. A análise dos gráficos de superfície de 

resposta confirma que pequenas variações nas concentrações de Brij 35, de Cu2+ e 

na voltagem não provocaram alterações significativas nas respostas monitoradas. 

Portanto, o método possui robustez nos intervalos investigados. 
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Figura 4.16 Superfície de resposta obtida para: (A) RETB,PI, (B) RPIR,pico do sistema e (C) NRIF, mantendo constante no nível (0) os fatores Cu2+, Brij 35 e voltagem, 

respectivamente. 

 

 

 

A B C 



RESULTADOS E DISCUSSÃO                                                                                                          109 
 

 

4.3.5 Quantificação 

 

 

Foram realizadas análises de quatro medicamentos: 4-DFC, ainda em fase de 

teste, não disponível para consumo; 2-DFC: associação comercial contendo ISO e 

RIF; medicamentos comerciais contendo ETB ou PIR, isoladamente. Os teores 

quantificados foram comparados com os teores declarados pelos fabricantes através 

do teste t (Equação 4.2), no nível de 95% de confiança. Resultados da determinação 

dos teores dos princípios ativos ETB, ISO, RIF e PIR nas amostras analisadas estão 

apresentados na Tabela 4.13. 

 

 

 

 

onde:     é a média experimental; 

           µ0 é o valor declarado; 

           s é o desvio padrão; 

           n é o número de medidas. 

 

 

Tabela 4.13 Resultados da determinação dos teores dos princípios ativos ETB, ISO, 

RIF e PIR, em diferentes formulações farmacêuticas  
 

Fármaco Fabricante Teor declarado (mg) Teor encontrado (mg) tcalc 

ETB 
Aa 825 628,2 ± 4,5 106,4 

Bb 400 400,4 ± 1,8 0,4347 

ISO 
A 225 145,0 ± 0,9 219,6 

Cb 100 99,1 ± 2,4 0,7404 

RIF 
A 450 579,4 ± 5,2 61,01 

C 150 152,2 ± 2,7 1,667 

PIR 
A 1200 1300 ± 14 17,50 

Db 500 500,1 ± 1,5 0,1283 
 an = 6; bn= 4; t0,05; 3 = 2,353; t0,05; 5 = 2,015; A: 4-DFC; B: ETB; C: 2-DFC; D: PIR. 

(4.2)0calct n
s

X µ−
=X
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Analisando os resultados na Tabela 4.13 verificou-se que a amostra 4-DFC 

apresentou teores com elevada discrepância dos teores declarados, o que pode ser 

justificado pelo fato de ser uma amostra teste, e a existência de problemas 

associados à qualidade das DFC é conhecida (BHUTANI et al., 2005; SHISHOO et 

al., 1999; SINGH et al., 2001). Esta justificativa pode ser confirmada pelos valores de 

%R obtidos para a amostra 4-DFC, que ficou no intervalo de 95,1 a 103%, portanto, 

dentro da faixa recomendada de 100 ± 5%. E pelo fato, da quantificação das demais 

amostras, já disponíveis no comércio, terem obtidos teores próximos aos declarados. 

Os valores de tcalc para as amostras 2-DFC, ETB e PIR foram menores que ttab, ou 

seja, não há evidências de diferenças significativas entre estes teores. 

A Figura 4.17 apresenta os eletroferogramas das amostras analisadas. 

 

 

 
Figura 4.17 Eletroferogramas das amostras analisadas: (A) 4-DFC, (B) ETB, (C) 2-DFC, (D) PIR, 

onde (1) ETB, (2) PI, (3) ISO, (4) RIF, (5) PIR. Condições experimentais: injeção hidrodinâmica: 30 

mbar.5s; voltagem: +22 kV; temperatura no cartucho: 25ºC; detecção UV direta em 262 nm; capilar: 

75 µm x 48,5 cm; eletrólito: 50 mmol L-1 de tampão HAc/NaAc e 12,5 mmol L-1 de CuSO4. 
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4.3.6 Detecção de Produtos de Degradação 

 

 

A fim de verificar se o método é capaz de detectar a decomposição nas 

formulações comerciais contendo ISO e RIF, a formulação 2-DFC foi submetida a 

quatro condições (SHISHOO et al., 1999): 

(I) Exposição à luz visível por 43 h; 

(II) Exposição à luz UV por 1 h; 

(III) Aquecimento até 45 ºC; 

(IV) Aquecimento até 95 ºC.  

 

 Não foi verificada nenhuma alteração no perfil dos eletroferogramas nos 

casos I, II e III. Entretanto, com a temperatura de 95 ºC observou-se diminuição 

intensa no sinal da ISO e da RIF, e formação de pico de baixa intensidade próximo a 

RIF, provavelmente do seu produto de degradação (Figura 4.18). 

 Portanto, foi possível verificar uma boa estabilidade da associação frente a 

situações que podem ocorrer durante armazenamento e transporte do fármaco. 

Apenas na situação extrema, 95 ºC, a decomposição dos princípios ativos ocorreu. 

Também, foi possível verificar a capacidade do método em detectar a ocorrência do 

processo de decomposição. 
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Figura 4.18 Eletroferograma da amostra 2-DFC: (1) ISO, (2) RIF e (3) produto de degradação, diluída 

em 2 mmol L-1 de Brij 35 e 12,5 mmol L-1 de CuSO4. Condições experimentais: eletrólito: 50 mmol L-1 

de tampão HAc/NaAc e 12,5 mmol L-1 de CuSO4; voltagem: +22 kV; temperatura no cartucho: 25ºC; 

detecção UV direta em 262 nm; capilar: 75 µm x 48,5 cm; injeção hidrodinâmica: 30 mbar.5s; para a 

amostra (IV) injeção hidrodinâmica: 30 mbar.10 s. 

 

 

4.3.7 Estudo de Caracterização dos Complexos 

 

 

Um estudo por EPR foi realizado a fim de confirmar a ligação dos fármacos 

ETB, ISO, RIF e PIR com Cu(II). Neste caso, as mesmas condições otimizadas para 

CE foram utilizadas no preparo dos padrões. A Figura 4.19 mostra os espectros de 

EPR obtidos das soluções dos analitos diluídas na proporção 2:1 v/v em etanol, 

congeladas em nitrogênio a 77K, ilustrando sinais em torno de 3100 G, com algumas 

linhas detectáveis.  
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Figura 4.19 Espectros de EPR dos complexos dos analitos com Cu(II) e do íon [Cu(H2O)6]

2+. 

 

 

Os valores dos parâmetros paramagnéticos (Tabela 4.14) confirmaram que 

todos os fármacos formam complexos. E que estes apresentaram simetria tetragonal 

com o elétron desemparelhado no orbital 
22

yx
d

−
, indicado pelo sinal de EPR com 

g//>g⊥, com quatro ligantes fortemente ligados na posição equatorial e nenhum, um 

ou dois ligantes fracamente ligados na posição axial. Além disto, os desdobramentos 

hiperfinos paralelos, A//, observados para estes complexos de Cu(II) tetragonal estão 

na faixa de 150 x 10-4 cm-1 e os desdobramentos hiperfinos perpendiculares, A⊥, em 

torno de 20 x 10-4 cm-1, semelhante ao efeito de Jahn-Teller para o íon [Cu(H2O)6]
2+ 

(SOLOMON et al., 1996). 

Outra diferença notável nesses espectros foi observada no sinal g⊥ na série 

de complexos com os ligantes ETB, ISO, RIF e PIR. Todos apresentavam 

quantidades diferentes de estrutura multipleto superhiperfino devido a átomos de 14N 

em torno do íon metálico, próximo de 3300G, indicando uma forte coordenação 

destes ligantes com Cu(II) em um campo ligante aproximadamente tetragonal 

(ALVES et al., 2001). De fato, a análise de raios-X para {[Cu(PIR)2(ClO4)2]n}, revelou 

que os íons de cobre deste complexo estão hexa-coordenado e ligados entre si 

através do ligante PIR para formar uma estrutura molecular bidimensional polimérica 

infinita (SEKISAKI, 1973) corroborando com os dados de EPR. Além disto, a ISO 
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parece ter formado um complexo de geometria quadrática plana com o cobre 

(HANSON et al., 1981). 

 

 

Tabela 4.14 Resultados de EPR para os complexos de Cu(II) com os fármacos 

Complexo g// 
A// 

g⊥ 
A⊥⊥⊥⊥ 

G 10-4 cm-1 G 10-4 cm-1 

[Cu(H2O)6]
2+ 2,361 140,0 154,3 2,075 20,60 19,96 

[Cu(ETB)]2+ 2,356 143,2 157,5 2,090 24,40 23,81 

[Cu(ISO)]2+ 2,354 144,3 158,6 2,100 26,5  25,98 

[Cu(PIR)2]
2+ 2,361 138,9  153,1 2,076 20,40  19,77 

[Cu(RIF)]2+ 2,352 142,1 156,0 2,091 25,00 24,41 

A (cm-1) = gβ A(G) = 0,46686 x 10-4 g A(G). 

 

 

No entanto, para o ligante RIF nenhuma informação sobre a sua estrutura 

geométrica com Cu(II) foi encontrada na literatura. Contudo, a determinação das 

constantes de estabilidade pelo método pH-métrico para complexos de RIF com 

Cu(II) em soluções de metanol/água em diferentes temperaturas, foi descrito por 

SHEHATTA et al., 2001. A formação do complexo RIF-Cu2+ é espontânea, mais 

favorável a temperaturas mais baixas com um valor de ∆G negativo, provavelmente 

devido ao ganho de uma estabilização extra devido à distorção tetragonal de sua 

simetria octaédrica. Uma inspeção nas curvas de titulação indicou que o processo de 

complexação ocorre com a liberação de íons de hidrogênio. O número de íons Cu(II) 

por ligante foi de 1:1 e 1:2 (metal: ligante) em mistura 50% (v/v) MeOH:H2O, 0,0500 

mol L-1 de KCl, e em diferentes temperaturas (com log K1 = 8,94, log K2 = 6,60 em 

303,15 K). 

 Cabe ressaltar que o estudo de caracterização dos complexos por EPR foi 

realizado no Instituto de Química da USP pela Prof.ª Ana M. da Costa Ferreira e pelo 

Prof. Wendel A. Alves (UFABC). 
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4.3.8 Considerações 

 

 

O método desenvolvido, otimizado e validado apresentou vantagens, frente às 

metodologias descritas na literatura, tais como: capacidade de análise simultânea 

dos quatro fármacos usando detecção UV; sistema de eletrólito simples e de baixo 

custo; preparo das amostras sem passos de derivatização; curto tempo de análise; 

capacidade de ser utilizado em análises de rotina de formulações farmacêuticas.  

Esse trabalho foi publicado em 2010: “FARIA, A.F.; DE SOUZA, M.V.N.; 

BRUNS, R.E.; DE OLIVEIRA, M.A.L.; Simultaneous determination of first-line anti-

tuberculosis drugs by capillary zone electrophoresis using direct UV detection. 

Talanta, England, v. 82, n. 1, p. 333-339, jun. 2010.” 
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4.4 ANÁLISE SIMULTÂNEA DE ISO, SUAS IMPUREZAS E PRODUTOS DE 

 DEGRADAÇÃO CZE 

 

A síntese industrial da ISO pode ser realizada por dois mecanismos 

diferentes. Um utiliza como material de partida o ácido isonicotínico (AIN), que é 

esterificado e reage com a hidrazina para formar ISO (KLEEMANN et al., 2001) 

(Esquema 1 na Figura 4.20). No outro, o fármaco é obtido em apenas uma etapa 

com a reação entre 4-cianopiridina (CPD) e hidrazina em meio básico (SITTIG, 

1988) (Esquema 2 na Figura 4.20). Portanto, AIN, isonicotinato de etila (INE) e CPD 

são as potenciais impurezas que podem interferir na qualidade final do 

medicamento.  

 

etanol

meio ácido

N

O OCH2CH3

ácido isonicotínico isonicotinato de etila
N

O OH

N

O NHNH2

hidrazina

isoniazida
 

Esquema 1 

 

N

CN

N

O NHNH2

4-cianopiridina isoniazida

H2O, NaOH, hidrazina

 

Esquema 2 

Figura 4.20 Esquema 1: Esquema reacional da fabricação industrial da ISO a partir do AIN; Esquema 

2: Esquema reacional de fabricação industrial da ISO a partir da CPD. 
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Para monitoramento da qualidade do fármaco é necessário também verificar 

se há ocorrência de degradação do seu princípio ativo. BHUTANI et al., 2007, 

realizaram um estudo sobre o comportamento da ISO sob diferentes condições 

reacionais, e verificaram que o AIN foi formado por hidrólise (HCl, H2O e NaOH) e 

sob degradação fotolítica. A isonicotinamida (IND) foi formada em água sob 

ausência de luz e com degradação oxidativa. 

Com o intuito de auxiliar nos procedimentos para o controle de qualidade de 

formulações farmacêuticas, foi otimizada uma metodologia alternativa por CZE com 

detecção UV para análise simultânea de ISO, suas impurezas de síntese e produtos 

de degradação (Figura 4.21).  

 

 

N

CN

N

O OH

4-cianopiridina
pKa 1,90

ácido isonicotínico 
pKa 1,94 e 4,88

N

O OCH2CH3

isonicotinato de etila
pKa 3,24

N

O NH2

isonicotinamida
pKa 3,39 e 14,96

N

O NHNH2

isoniazida
pKa 3,79 e 11,27

Figura 4.21 Estrutura química da ISO, suas principais impurezas e produtos de degradação. 

 

 

4.4.1 Seleção do Comprimento de Onda 

 

 

 A Figura 4.22 mostra os espectros eletrônicos de 10 mg L-1 de ISO, INE, IND, 

CPD e AIN em meio aquoso usados para selecionar o comprimento de onda de 

absorção adequado para análise simultânea destes compostos. O comprimento de 

onda selecionado foi 270 nm, pois forneceu uma absorbância razoável para todos os 

compostos simultaneamente. 
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Figura 4.22 Espectros UV de solução aquosa 10 mg L-1 de ISO, INE, IND, CPD e AIN. 

 

 

4.4.2 Otimização do Sistema de Eletrólito 

 

 

Analisando a curva de µef (TAVARES, 1996) na Figura 4.23, pode-se verificar 

que a separação de todos os analitos é teoricamente possível em pH menor que 2,0. 

No entanto, esta possibilidade é no mínimo questionável, pois os analitos em 

questão terão que migrar apenas em função da µep, sob um EOF tendendo a zero, o 

que pode acarretar em tempo de análise relativamente longo.  

Outra possibilidade seria a MEKC, utilizando SDS como tensoativo aniônico 

em pH em torno de 9,0 sob um EOF normal. Contudo, este tipo de abordagem 

considera a interação dinâmica entre os analitos neutros (ISO, IND, INE e CPD) e a 

cavidade hidrofóbica da micela, o que pode resultar ou não na migração diferenciada 

destes compostos em um intervalo de migração compreendido entre o soluto não 

retido e o soluto retido todo o tempo na cavidade micelar. 

Uma terceira possibilidade seria o uso de CZE através da reação dos analitos 

com íon metálico a fim de formar adutos catiônicos. A reação de complexação da 

ISO com Cu(II) tem sido comprovada em estudos realizados nos últimos dois anos 

(FLIEGER et al., 2009; KRIZA et al. 2009; KRIZA et al. 2010-a; KRIZA et al. 2010-b; 
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ZHANG et al, 2010). Uma vez que, EIN, IND e CPD apresentam estruturas químicas 

similares a da ISO, provavelmente, a reação de complexação destes compostos com 

Cu(II) também ocorrerá. Logo, a hipótese de formação de aduto catiônico para EIN, 

IND e CPD é motivadora, pois sob um fluxo EOF, as µep e µeo se somam resultando 

em maior eficiência e tempo de análise mais curto. 

 

 
Figura 4.23 Curva de mobilidade efetiva para ISO, IND, AIN, INE e CPD. 

 

 

Baseando na discussão anterior, optou-se em realizar um planejamento de 

experimentos Box-Behnken 33 para verificar se os analitos neutros formam adutos 

catiônicos com diferentes µobs, permitindo assim a análise simultânea de ISO, IND, 

AIN, INE e CPD. Os fatores selecionados foram Brij 35, Cu2+ e voltagem. Brij 35 foi 

selecionado para investigar o comportamento da ISO na presença de suas 

impurezas e produtos de degradação, uma vez que é suscetível de sofrer hidrólise 

(DE SOUZA et al., 2008); Cu2+ foi usado para verificar se ocorre a formação de 

aduto catiônico; voltagem foi avaliada para obter, simultaneamente, resoluções 

satisfatórias (≥ 1,50) e curto tempo de análise. 

A Tabela 4.15 mostra a matriz de planejamento para o Box-Behnken 33 com 

triplicata no ponto central e as resoluções dos dois pares críticos (RINE, IND e RCPD, pico 
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do sistema). Parâmetros instrumentais tais como voltagem, temperatura no cartucho, 

comprimento de onda, tempo de injeção e dimensões do capilar foram mantidos 

constantes. As misturas de padrões, para cada experimento, foram diluídas em 

solução aquosa contendo Brij 35 e CuSO4 nas concentrações descritas na Tabela 

4.15. 
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Tabela 4.15 Matriz de planejamento para o 33 Box-Behnken e as resoluções 

monitoradas 

Brij 35 (mmol L-1): (-1) 0; (0) 1,00; (+1) 2,00; Cu2+ (mmol L-1): (-1) 0; (0) 6,25; (+1) 12,5;           
Voltagem (kV): (-1) 20; (0) 22; (+1) 24. 
 

 

A Figura 4.24 apresenta os quatro eletroferogramas considerados 

representativos para todo o conjunto experimental. A letra A representa o 

experimento 2, com perfil semelhante aos experimentos 1, 9 e 11, a letra B 

representa o experimento 4, a letra C representa o experimento 6, com perfil 

semelhante aos experimentos 3, 5, 7, 8, 12 e 13 e a letra D representa o 

experimento 10. O perfil eletroforético apresentado na letra A representa os 

experimentos que foram realizados sem a adição de Cu2+ no preparo das soluções 

Experimento Brij 35 Cu2+ Voltagem RINE,IND RCPD,pico do sistema 

1 -1 -1 0 0,50 0,70 

2 +1 -1 0 0,50 0,50 

3 -1 +1 0 1,16 1,34 

4 +1 +1 0 1,54 1,65 

5 -1 0 -1 1,00 1,10 

6 +1 0 -1 1,02 1,01 

7 -1 0 +1 0,95 1,10 

8 +1 0 +1 1,62 1,01 

9 0 -1 -1 0,25 0,25 

10 0 +1 -1 1,58 1,59 

11 0 -1 +1 0,95 0,80 

12 0 +1 +1 1,28 1,24 

13 0 0 0 1,18 0,99 

14 0 0 0 1,15 1,04 

15 0 0 0 1,14 0,97 
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de eletrólitos e padrões, nos quais foi observada co-migração parcial da ISO com 

IND, INE e CPD.  

Comparando os experimentos 9 e 10, onde os níveis de Brij 35 (0)  e 

voltagem (-1) foram mantidos, a variação no nível de Cu2+ de (-1) para (+1) permitiu 

um aumento significativo nas resoluções de ambos os pares críticos. Logo, foi 

possível verificar que os analitos neutros em pH 4,6 formam complexos com Cu(II) e 

migram com mobilidades diferentes, propiciando a separação completa dos analitos. 

Analisando os experimentos 5, 6, 7 e 8, nos quais a concentração de Cu2+ foi 

mantida no nível (0), verifica-se a ocorrência de um efeito sinérgico com aumento da 

concentração de Brij 35 e da voltagem para RINE,IND. Entretanto, este efeito não foi 

verificado para RCPD,pico do sist, pois a formação do aduto catiônico (CuCPD) é 

favorecida em nível alto de Cu2+. 

Comparando os experimentos 11 e 12, em que a concentração de Brij 35 (0) 

e a voltagem (+1) foram mantidas constantes, e os níveis de Cu2+ foram (-1) e (+1), 

respectivamente, verificou-se que não é necessário apenas manter a concentração 

de Cu2+ no nível (+1) para alcançar resolução maior que 1,50. Os fatores Brij 35 e 

voltagem também afetam nas resoluções dos pares críticos. Este comportamento 

pode ser confirmado através da análise dos experimentos 3 e 4, onde os níveis de 

Cu2+ (+1) e voltagem (0) foram mantidos constantes e a variação na concentração 

de Brij 35 do nível (-1) para (+1) propiciou a obtenção da resolução desejada.  

Portanto, resolução superior a 1,50 para os dois pares críticos (RINE,IND e 

RCPD,pico do sistema) foi alcançada nos experimentos 4 e 10. 
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Figura 4.24 Separação de mistura de padrões (1) ISO, (2) INE, (3) IND, (4) CPD e (5) AIN, diluída em 

solução aquosa contendo CuSO4 e Brij 35 nas concentrações descritas na Tabela 4.15. 

Eletroferogramas: (A) experimento 2, com perfil semelhante aos experimentos 1, 9 e 11; (B) 

experimento 4; (C) experimento 6, com perfil semelhante aos experimentos 3, 5, 7, 8, 12 e 13; (D) 

experimento 10. Condições experimentais: eletrólito: 50 mmol L-1 de tampão HAc/NaAc e CuSO4 na 

concentração descrita na Tabela 4.15; injeção hidrodinâmica: 30 mbar.5 s; detecção direta em 270 

nm; capilar: 75 µm x 48,5 cm; voltagem: descrita na Tabela 4.15. 

 

 

4.4.3 Análise por Superfície de Resposta 

 

 

Análise de regressão por superfície de resposta para as RINE,IND e RCPD,pico do 

sistema foram realizadas usando o modelo quadrático completo (Equação 1.41). Os 

estimadores dos parâmetros populacionais do modelo foram calculados pelo método 

dos mínimos quadrados através da Equação 1.36. As matrizes X e y usadas para 
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determinação dos estimadores para RINE,IND estão apresentadas a abaixo, matrizes 

similares foram utilizadas para determinar os estimadores para RAIN,pico do sistema. 
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onde: X1 é o fator Brij 35; 

X2 é o fator Cu2+; 

X3 é o fator voltagem; 21X  é o parâmetro quadrático para o Brij 35; 22X  é o parâmetro quadrático para o Cu2+; 23X  é o parâmetro quadrático para a voltagem; 

X12 é a interação Brij 35 com Cu2+; 

X13 é a interação Brij 35 com voltagem; 

X23 é a interação Cu2+ com voltagem. 

 

 

A Tabela 4.16 mostra os valores calculados para os coeficientes e p-valores. 

Usando um nível de significância de 5%, é considerado que um fator afeta a 
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resposta se os coeficientes diferirem de zero significativamente e o p-valor for menor 

que 0,050 (RAGONESE et al., 2002). 

Analisando os resultados na Tabela 4.16, verificou-se que apenas o termo b33 

(Voltagem x Voltagem) não é significativo para RINE,IND, ou seja, a RINE,IND depende 

de todos os fatores e a interação entre os fatores principais são significativas. No 

entanto, no modelo ajustado para RCPD,pico do sistema, apenas os termos b0, b2, b12 e b23 

são significativos, ou seja, o Cu2+ e a interação deste fator com Brij 35 e voltagem 

são determinantes para ajuste da RCPD, pico do sistema. Estes resultados estão de acordo 

com a análise qualitativa realizada no item 4.4.2. 
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Tabela 4.16 Estimadores do modelo para RINE,IND e RCPD,pico do sistema 

 

Termo 
RINE,IND  RCPD,pico do sistema 

Coeficiente Erro padrão p-valor  Coeficiente Erro padrão p-valor 

Constante 1,16 ± 0,10 x 10-1 0,000  9,97 x 10-1 ± 0,20 x 10-1 0,000 

[Brij 35] 1,33 x 10-1 ± 0,63 x 10-2 0,002  -8,15 x 10-3 ± 0,12 x 10-1 0,575 

[Cu2+] 4,20 x 10-1 ± 0,63 x 10-2 0,000  4,47 x 10-1 ± 0,12 x 10-1 0,000 

Voltagem 1,19 x 10-1 ± 0,63 x 10-2 0,002  2,56 x 10-2 ± 0,12 x 10-1 0,171 

[Brij 35] x [Brij 35] -4,88 x 10-2 ± 0,93 x 10-2 0,034  6,64 x 10-2 ± 0,18 x 10-1 0,066 

[Cu2+] x [Cu2+] -1,81 x 10-1 ± 0,93 x 10-2 0,002  -1,54 x 10-2 ± 0,18 x 10-1 0,483 

Voltagem x Voltagem 3,82 x 10-2 ± 0,93 x 10-2 0,054  -1,12 x 10-2 ± 0,18 x 10-1 0,599 

[Brij 35] x [Cu2+] 9,49 x 10-2 ± 0,89 x 10-2 0,009  1,29 x 10-1 ± 0,17 x 10-1 0,017 

[Brij 35] x Voltagem 1,64 x 10-1 ± 0,89 x 10-2 0,003  -3,04 x 10-4 ± 0,17 x 10-1 0,979 

[Cu2+] x Voltagem -2,50 x 10-1 ± 0,89 x 10-2 0,001  -2,24 x 10-1 ± 0,17 x 10-1 0,005 
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Os ajustes dos modelos foram avaliados por análise de variância (ANOVA) e 

os resultados estão apresentados na Tabela 4.17.  

 

 

Tabela 4.17 Resultados da ANOVA para o ajuste dos modelos lineares nos 

parâmetros, pelo método dos mínimos quadrados 

Fonte de Variação 
RINE,IND  RCPD,pico do sistema 

SQ ν MQ  SQ ν MQ 

Regressão 2,19 9 2,44 x 10-1  1,89 9 2,10 x 10-1 

Resíduo 1,57 x 10-2 5 3,13 x 10-3  1,85 x 10-2 5 3,71 x 10-3 

Falta de ajuste 1,50 x 10-2 3 5,00 x 10-3  1,61 x 10-2 3 5,37 x 10-3 

Erro Puro 6,40 x 10-4 2 3,20 x 10-4  2,43 x 10-3 2 1,22 x 10-3 

Total 2,20 14 1,58 x 10-1  1,91 14 1,36 x 10-1 

Fcalc 15,6    4,42   

 

 

Os modelos de regressão ajustados não apresentam falta de ajuste no nível 

de confiança de 95%, uma vez que, os valores de Fcalc obtidos pela ANOVA foram 

iguais a 15,6 e 4,42 para RINE,INDI e RCPD,pico do sistema, respectivamente, sendo 

menores que o valor Ftab(0,05;3;2), 19,3. Assim, foi possível obter nove superfícies de 

resposta para cada modelo, as três superfícies consideradas mais representativas 

estão representadas na Figura 4.25.  

Analisando as superfícies de resposta na Figura 4.25 pôde-se observar que 

os modelos REIN,IND e RCPD,pico do sistema apresentaram comportamentos semelhantes. 

As superfícies de resposta obtidas mantendo a voltagem constante no nível (0) 

indicaram que a região com Brij 35 e Cu2+ no nível (+1) favorece a separação dos 

analitos, esta condição corresponde ao experimento 4. Por outro lado, as superfícies 

de resposta obtidas fixando Brij 35 no nível (0) indicaram que a região ótima para 

separação dos analitos ocorre com Cu2+ e voltagem nos níveis (+1) e (-1), 

respectivamente, que corresponde ao experimento 10. Portanto, as superfícies de 

resposta descreveram muito bem os modelos ajustados, uma vez que, estas duas 
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condições experimentais apresentaram resoluções maiores que 1,50 para REIN,IND e 

RCPD,pico do sistema, simultaneamente.  

No entanto, as superfícies obtidas, mantendo constante Cu2+ no nível (0), 

indicaram que a região ótima para a separação ocorre quando Brij 35 e voltagem 

estão no nível (+1), o que corrobora com a definição de resolução para CZE 

(Equação 1.21). Esta condição corresponde ao experimento 8, no qual a REIN,IND 

encontrada foi de 1,62, mas RCPD,pico do sistema obtida foi 1,01. O baixo valor da 

RCPD,pico do sistema pode ser justificada pela necessidade de uma concentração maior 

de Cu2+ para favorecer a formação do aduto catiônico entre CPD e Cu2+.
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Figura 4.25 Superfícies de resposta obtidas para RINE,IND e RCPD,pico do sistema, nas três combinações possíveis, com um fator constante no nível (0): (A) 

voltagem; (B) Cu2+; (C) Brij 35. 

C B A 
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4.4.4 Seleção da Condição Experimental Ótima 

 

 

Uma vez que duas condições experimentais, experimentos 4 e 10, 

apresentaram resultados satisfatórios tornou-se necessário selecionar a melhor 

condição. Assim, foi realizado um novo conjunto de experimentos através da 

determinação da mistura padrão contendo ISO, suas impurezas e produtos de 

degradação em cinco repetições genuínas, nas condições dos experimentos 4 e 10. 

A Tabela 4.18 mostra os resultados estatísticos (teste de normalidade - Shapiro-

Wilk; teste de homogeneidade das variâncias - Levene; teste t para amostras 

independentes) obtidos para a comparação entre as resoluções dos pares críticos 

dos experimentos 4 e 10.  

 

 

Tabela 4.18 Análise estatística dos experimentos 4 e 10 
 

Replicas Genuínas 
RINE, IND  RCPD,pico do sistema 

E 4 E 10  E 4 E 10 

1 1,542 1,576  1,654 1,594 

2 1,516 1,577  1,621 1,590 

3 1,532 1,584  1,636 1,587 

4 1,500 1,632  1,642 1,572 

5 1,581 1,606  1,648 1,582 

Média 1,534 1,592  1,640 1,585 

s 3,059 x 10-2 2,393 x 10-2  1,269 x 10-2 8,623 x 10-2 

 p-valor 

Shapiro-Wilk 0,749 0,149  0,694 0,613 

Levene 0,789  0,456 

teste t 0,008  0,008 
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Analisando os resultados do teste de Shapiro-Wilk verificou-se que ambas as 

condições experimentais seguem uma distribuição normal, pois os p-valores foram 

maiores que 0,05. Em seguida, foi realizado o teste de Levene que indicou que as 

variâncias das metodologias não são significativamente diferentes, pois os p-valores 

foram maiores que 0,050. Após a verificação da homogeneidade das variâncias, 

selecionou-se o teste t não-pareado com variância agrupada. Os resultados do teste 

t mostraram que há diferenças significativas entre os resultados dos experimentos 4 

e 10, dentro do intervalo de 95% de confiança, com p-valores menores que 0,05. 

Assim, a seleção foi baseada na condição que forneceu maior resolução 

média para os dois pares críticos simultaneamente. Portanto, a condição 

experimental com eletrólito constituído de 50 mmol L-1 de tampão HAc/NaAc e 12,5 

mmol L-1 de CuSO4, diluição dos padrões em 1 mmol L-1 de Brij 35 e 12,5 mmol L-1 

de CuSO4, e voltagem de +20 kV foi otimizada, o que corresponde ao experimento 

10. 

 

 

4.4.5 Figuras de Mérito e Análise de Formulação Farmacêutica 

 

 

Após o desenvolvimento e otimização da metodologia, algumas figuras de 

mérito, tais como, linearidade, repetitividade, exatidão, LD e LQ foram avaliados. Os 

resultados estão apresentados na Tabela 4.19. 

 A linearidade foi avaliada através do coeficiente de determinação (R2) 

(Equação 1.43) e do teste de hipótese a priori (Equação 1.45). Todos os valores de 

R2 foram iguais ou superiores a 0,992, o que é um indicativo de um ajuste 

provavelmente adequado dos dados. Os valores de Fcalc, obtidos a partir do teste de 

hipóteses a priori, foram iguais a 3,32 para ISO, CPD e AIN e 3,31 para INE e IND. 

Portanto, os valores de Fcalc foram menores que o Ftab(0,05;3;10)= 3,71, não 

evidenciando falta de ajuste no intervalo de 95% de confiança. Com base nos 

resultados de R2 e Fcalc, pode-se concluir que o método apresentou uma relação 

linear entre área e concentração, dentro da faixa de aplicação estudada. 

A repetitividade (Equação 1.46) foi avaliada em área e em tempo de migração 

para as curvas de padronização externa. Os maiores valores de %CV estão 

apresentados na Tabela 4.19, sendo estes menores que 5% indicando boa precisão. 
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A exatidão foi determinada através da porcentagem de recuperação (%R) 

mostrada na Tabela 4.19, e pode-se observar que os resultados ficaram dentro do 

intervalo de 95-105%, indicando uma exatidão adequada. 

O LD (Equação 1.48) e o LQ (Equação 1.50) foram calculados pelo método 

relação sinal-ruído. Os valores calculados estão apresentados na Tabela 4.19 e 

foram considerados adequados para análise de formulação farmacêutica. O LD 

determinado para INE, IND, CPD e AIN permite a detecção destes analitos em 

concentração mínima de 0,8, 1,5, 0,7 e 0,3%, respectivamente, em relação à 

concentração da ISO na formulação farmacêutica. 

A Tabela 4.19 mostra os resultados da análise dos comprimidos de ISO com 

teor declarado de 100 mg. Os teores encontrados foram de 99,3 ± 1,5 mg para ISO, 

1,50% inferior que o teor declarado pelo fabricante, e 0,3 ± 0,0 mg de AIN. As 

impurezas INE e CPD e o produto de degradação IND não foram detectados. 
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Tabela 4.19 Resultados estatísticos para linearidade, repetitividade, recuperação, LD, LQ e quantificação da amostra 

 

Curva de calibração externa (n=3); F0,05;3;10 = 3,71; Teor declarado de ISO: 100 mg. 

Linearidade  
Repetitividade 

(%CV) 

 Teor 

encontrado 

(mg) 

 

%R 

 
LD LQ 

Curva Inclinação Intercepto R2 Fcalc  Área tm    (mg L-1) 

ISO 0,0821 ± 0,002 - 0,0476 ± 0,1018 0,995 3,32  4,46 1,90  99,3 ± 1,5  100  3,3 11,1 

INE 0,0858 ± 0,0018 -0,0198 ± 0,0678 0,994 3,31  2,70 2,69  ------------  96,7  4,1 13,8 

IND 0,0793 ± 0,0019 - 0,112 ± 0,064 0,992 3,31  2,66 2,75  ------------  101  7,5 25,0 

CPD 0,112 ± 0,002  0,289 ± 0,068 0,996 3,32  2,76 3,57  ------------  98,5  3,3 10,9 

AIN 0,377 ± 0,008 - 0,057 ± 0,157 0,995 3,32  3,76 4,67  0,3 ± 0,0  96,7  1,5 5,0 
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A Figura 4.26 apresenta os eletroferogramas da amostra farmacêutica e da 

amostra com adição de padrão. 

 

 

 
Figura 4.26 Eletroferogramas: (A) amostra; (B) amostra com adição de padrão. (1) ETB - PI, (2) ISO, 

(3) INE, (4) IND, (5) CPD, (6) AIN e (*) impureza ou produto de degradação; as soluções foram 

diluídas em 12,5 mmol L-1 de CuSO4
 e 1 mmol L-1 de Brij 35. Condições experimentais: eletrólito: 

50 mmol L-1 de tampão HAc/NaAc e 12,5 mmol L-1 de CuSO4; injeção hidrodinâmica: 30 mbar.5 s; 

detecção direta em 270 nm; capilar: 75 µm x 48,5 cm; voltagem: +20 kV. 

 

 

4.5 Considerações 

 

 Uma metodologia inédita capaz de analisar simultaneamente ISO, suas 

impurezas obtidas a partir de duas rotas sintéticas e seus principais produtos de 

degradação foi otimizada. Este método pode ser utilizado como ferramenta auxiliar 

no controle de qualidade de medicamentos contendo ISO, oferecendo vantagens 

como, simplicidade, baixo custo e curto tempo de análise quando comparada à 

metodologia por LC (BHUTANI et al., 2007). A metodologia por LC permitiu a 

separação de AIN, ISO, IND e 1,2-diisonicotinoilhidrazina usando uma coluna C-18, 

fase móvel composta de acetonitrila:água (96:4, v/v), em 30 min.  

Esse manuscrito está em preparação: “FARIA, A.F.; VASCONCELOS, J.P.; 

GONÇALVES, R.S.B.; DE SOUZA, M.V.N.; DE OLIVEIRA, M.A.L.; Simultaneous 

analysis of isoniazid, its impurities and degradation products by capillary zone 

electrophoresis.” 
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5 CONCLUSÕES 

 

 

A TB que ficou conhecida como mal do século em meados de 1800, não ficou 

no passado. O mundo assiste hoje à dramática expansão desta doença, agora 

associada, principalmente, a pobreza, a co-infecção com o HIV e ao surgimento de 

bactérias multirrestintes e super-resistentes aos medicamentos. Com o intuito de 

alcançar melhores respostas no tratamento, a OMS tem recomendado o uso da 

DFC, que este ano começou a ser distribuída pelo SUS aos pacientes para 

administração durante a fase intensiva do tratamento. 

Neste trabalho foi desenvolvida, otimizada e validada uma metodologia inédita 

para análise de 4-DFC por CZE com detecção UV. Esta metodologia alcançou o 

grande desafio ao analisar simultaneamente ETB, ISO, RIF e PIR contornando 

problemas, tais como: decomposição da RIF, hidrólise da ISO e baixa absortividade 

molar do ETB; esta condição foi otimizada através do uso de um planejamento Box-

Behnken 33, utilizando como fatores tampão HAc/NaAc, Cu2+ e Brij 35. Este método 

apresentou vantagens, frente às metodologias descritas na literatura, como a 

capacidade de análise simultânea dos quatro fármacos usando detecção UV, o uso 

de um sistema de eletrólito simples e de baixo custo, preparo das amostras sem 

passos de derivatização, curto tempo de análise e capacidade de ser utilizado em 

análises de rotina de formulações farmacêuticas. 

Foram também desenvolvidas duas metodologias para análise de ETB 

utilizando detecção UV, o que foi possível devido a formação do complexo CuETB 

que possui absortividade molar satisfatória em 262 nm. A metodologia por CZE 

apresentou como vantagens: eletrólito condutor simples e de baixo custo, tempo de 

análise de 2,5 min, aumento significativo na sensibilidade em comparação com a 

metodologia por CE utilizando detecção UV (RAGONESE et al., 2002) e em 

comparação com HPLC, determinação simultânea de ETB e sua impureza, utilização 

de coluna não-específica, ausência de solvente orgânico e reagente de pareamento 

iônico (JIANG et al., 2002). A metodologia por espectrofotometria mostrou-se mais 

simples e rápida que o método espectrofotométrico desenvolvido por HASSAN & 

SHALABY. Apesar de não realizar a quantificação simultânea de ETB e 2A1B, como 

o desenvolvido por CZE, este método faz uso de um sistema simples que pode ser 

de maior interesse para laboratórios que realizam trabalhos de rotina do controle de 
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qualidade do princípio ativo no fármaco. Além disto, a quantificação de ETB.2HCl, 

pelo presente método forneceu resultados semelhantes aos obtidos por CZE. 

Foi ainda otimizada uma metodologia por CZE com detecção UV para análise 

simultânea da ISO, suas impurezas (AIN, INE e CPD) oriundas de duas rotas 

sintéticas e produtos de degradação (AIN e IND). Esta metodologia foi aplicada a 

análise de um fármaco comercial contendo 100 mg de ISO, no qual foi encontrado 

0,3 mg de AIN, o que corresponde a 0,4% do teor de ISO. Este método pode ser 

utilizado como ferramenta auxiliar no controle de qualidade de medicamentos 

contendo ISO, oferecendo vantagens como, simplicidade, baixo custo e curto tempo 

de análise quando comparada à metodologia por LC/MS (BHUTANI et al., 2007), 

que realizou a separação de AIN, ISO, IND e 1,2-diisonicotinoilhidrazina em 30 min. 

Portanto, nesta tese foram desenvolvidas duas metodologias para análise de 

ETB, uma para determinação simultânea de ISO e seus artefatos e um método para 

análise simultânea de 4-DFC por CZE/UV. As metodologias são complementares e a 

seleção de qual é a mais adequada depende do intuito da análise. Entretanto, todas 

forneceram resultados confiáveis dentro dos intervalos de variação estabelecidos 

pelos órgãos reguladores para formulações farmacêuticas. 
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