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RESUMO

Preparacao, caracterizacao da fase estacionaria C8, com grupo polar
uréia embutido e aplicacoes na analise e no desenvolvimento e

validacao de métodos para determinacao de farmacos

Autor: Paulo Cesar Pires Rosa

Orientador: Profa. Dra. Isabel Cristina Sales Fontes Jardim

Neste trabalho, desenvolveu-se uma nova fase estacionaria (FE) (-NH-C(O)-NH-C8)
capeada, contendo o grupo polar uréia inserido na cadeia alquila C8. Os estudos de
anélise elementar, espectroscopia infravermelho, ressonancia magnética nuclear de °C e
29Si confirmaram o sucesso da sintese da FE. A FE foi preparada e foi caracterizada
cromatograficamente na separacdo de misturas testes e de diversas classes de farmacos,
no desenvolvimento e validacdo de métodos para avaliagdo de misturas de estatinas em
capsulas, clobutinol e doxilamina em xarope e para determinacao de impurezas e produtos
de degradacao dos farmacos alprazolam e cloxazolam. As colunas recheadas com a FE
Si-C8-uréia proporcionaram boas separagbes, com eficiéncias entre 60.000 e 80.000
pratos m™' e picos simétricos, especialmente para compostos basicos. O comportamento
da nova FE foi comparado com os das FE comerciais, obtendo desempenho semelhante
na separacao de misturas testes e de farmacos, como furoato de mometasona em creme,
conservantes como o0s alquilparabenos, clonazepam e impurezas, valerato de
betametasona, clioquinol e tolnaftato em creme, dropropizina em xarope, mistura de
paracetamol, cafeina e acido acetisalicilico em comprimidos e mistura de cefalexina,
prilocaina e amitriptilina. A FE Si-C8-uréia apresentou boa aplicabilidade na separagéo de
farmacos devido ao grupo uréia reduzir a interacdo dos compostos basicos com os
silandis residuais. Dessa forma, a nova FE possui potencialidade para ser empregada em
laboratérios de pesquisa e controle de qualidade, especialmente na analise de compostos
basicos.
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ABSTRACT

Preparation, characterization of C8 stationary phases containing
embedded urea groups and applications in the analysis and in the
development and validation of methods for determination of
pharmaceutical compounds.

Author: Paulo Cesar Pires Rosa
Supervisor: Profa. Dra. Isabel Cristina Sales Fontes Jardim

In this work, it a new end-capped stationary phase (SP) containing a urea polar group
inserted into the C8 alkil chain (-NH-C(O)-NH-C8) was prepared. Elementar analysis,
infrared spectroscopy and "*C and 2°Si nuclear magnetic ressonance allowed confirmation
of the success of the synthesis of the SP. The new SP was chromatographically
caracterizeded by the separation of test mixtures and of different types of pharmaceutical
compounds, in the development and validation of methods for analysis of a mixture of
statins in capsules, clobutinol hydrochloride and doxilamine in syrups and for determination
of impurities and degradation products of the pharmaceutical compounds alprazolam and
cloxazolam. Columns containing Si-C8-urea SP showed good separations, with efficiencies
between 60 000 and 80 000 plates.m” and symmetrical peaks, especially for basic
compounds. The behavior of the new SP was compared with commercially available SP
and the results showed similar behaviors for separation of test mixtures and of
pharmaceutical compounds such as mometasone furoate in creams, preservatives like
alkylparabens, clonazepam and impurities, bethametasone valerate, clioquinol and
tolnaftate in creams, dropropizine in syrup, mixtures of acetaminophen, caffeine and aspirin
in tablets and mixtures of cefalexin, prilocaine and amitriptiline. The Si-C8-urea SP showed
good applicability for separation of pharmaceutical compounds due to the urea group
reducing the interaction of basic analytes with the residual silanols. Thus, the new SP has
the potencial to be employed in research and for quality control, especially for the analyses
of basic pharmaceutical compounds.
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relacionados A (2) e B (3). Condigdes cromatograficas: volume de injegdo: 5 uL;
colunas Si-C8-uréia 125 x 3,9 mm (A), C8e 125 x 4,0 mm (B), C8ne 125 x 4,0 mm
(C); FM ACN:H,0 60:40; vazdo: 0,8 mL min™'; deteccdo UV a 254 nm e temperatura:
25 °C.

FIGURA 47. Cromatograma obtido na separacdo de clonazepam e compostos

relacionados. Condi¢cées cromatograficas: volume de injecdo 5 uL; coluna RP8e 125
x 4,0 mm; FM: metanol:tetraidrofurano:tampéao fosfato de aménio pH 8,0 52:13:60
(v/v/v); vazdo 1,0 mL min™; deteccdo UV a 254 nm e temperatura 25 °C .

FIGURA 48. Cromatogramas obtidos na separacédo de alquilparabenos. Condi¢des
cromatograficas: volume de injecao: 5 uL; coluna Si-C8-uréia 125 x 3,9 mm (A), C8e
125 x 4,0 mm (B); C8ne 125 x 4,0 mm (C); FM: ACN:H,O 50:50 v/v; vazéo: 0,8
mL/min; deteccao UV a 254 nm e temperatura: 25 °C, Compostos: 1-metil, 2-etil, 3-

propil e 4-butilparabeno.

FIGURA 49. Cromatograma da separacao de paracetamol (1), cafeina (2) e AAS (3.
Condigbes cromatogréficas: volume de inje¢do 5ul; FM MeOH: H.O pH 2,5 30:70
(v/v), vaz&o: 0,8 mL min-1, detecgdo UV a 254 nm e temperatura de 25 °C.

FIGURA 50. Cromatograma obtido na separacdo de dropropizina em xarope.
Condicbes cromatograficas: volume de injecdo 5 ulL; coluna Si-C8-uréia 125 x 3,9
mm; FM: tampédo pH 3,0 (TEA 0,05%):metanol (95/5 v/v); vazao 1,0 mL/min,
deteccao UV a 240 nm, temperatura de 30 °C, Compostos: (1) excipiente e (2)

dropropizina.
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FIGURA 51. Cromatograma obtido na separacao de clortalidona em comprimidos.
Condicoes cromatograficas: volume de injecdao 5 ulL; coluna Si-C8-uréia 125 x 3,9
mm; FM: metanol: H,O-H3zPO4 pH 3,0 (35/65 v/v); vazdo 1,0 mL/min, , 25 °C,
deteccdo a 220 nm. Compostos: 1 — excipiente, 2 — clortalidona.

FIGURA 52. Espectro de absorcao no UV da clortalidona na condicdo cromatografica

6tima de separacao em duas dimensdes A) e B) cromatograma em 3D.

FIGURA 53. Cromatogramas obtidos na separacao de cefalexina (1), prilocaina (2) e
amitriptilina (3). Condi¢des cromatograficas: coluna A) FE Si-C8-uréia, B) C8ne e C)
C8e; volume de injecao 5 uL; FM: MeOH:H,O pH 7,0 (65:35, v/v); Vazao: 1,0 mL

min-", deteccao UV a 254 nm e temperatura de 25 °C.

FIGURA 54. Cromatograma obtido na separacado de benzodiazepinicos. Condi¢des
cromatograficas: volume de injecao 5 uL; coluna Si-C8-uréia 125 x 3,9 mm; FM:
acetonitrila:adgua (40/60 v/v); vazao 0,6 mL/min, deteccdo UV a 254 nm e
temperatura 25 °C. Compostos: (1) alprazolam, (2) clordiazepéxido, (3) clonazepam
e (4) diazepam.

FIGURA 55. Estrutura quimica do valerato de betametasona, clioquinol e
tonaftato.

FIGURA 56. Estrutura quimica das estatinas sinvastatina, fluvastatina, lovastatina,

pravastatina e atorvastatina.

FIGURA 57. Estrutura quimica do cloridrato de clobutinol (a) e succinato de
doxilamina (b).

FIGURA 58. Estrutura quimica do alprazolam.

FIGURA 59. Estrutura quimica do cloxazolam.

FIGURA 60. Cromatogramas obtidos na separacao da mistura de anti-inflamatérios
em creme. Condi¢cdes cromatograficas: volume de injecédo: 5 ulL; coluna Si-C8-uréia
125 x 3,9 mm; FM: ACN:HO pH 3,0 (60:40 v/v); deteccao UV a 240 nm e
temperatura: 25 °C. A: vazdo 1,2 mL min™" e B 1,0 mL min™. Compostos: 1-valerato
de betametasona, 2-clioquinol, 3-tolnaftato, * excipiente.

FIGURA 61. Cromatograma obtido na separacao das estatinas na concentracao de
10 yg mL™". Condicées cromatograficas: volume de injecdo: 5 pL; coluna Si-C8-uréia
150 x 3,9mm; FM: ACN:THF:H20O 47:18:35 v/v/v pH 3,0; vazao:0,8 mL min™';
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deteccao: UV a 238 nm e temperatura: 35 °C. Picos: 1- pravastatina, 2-atorvastatina,
3-fluvastatina, 4-lovastatina e 5-sinvastatina.

FIGURA 62. Cromatogramas obtidos na da separacdo dos compostos (1) succinato
de doxilamina e (2) cloridrato de clobutinol. Condi¢gées cromatogréficas: volume de
injegdo: 5 pL; coluna FE Si-C8-uréia de 125 x 3,9 mm; FM: gradiente
MeOH:ACN:tampao KH,PO, pH 3,0; detecgdo: 262 nm para o succinato de
doxilamina e a 230 nm para o cloridrato de clobutinol temperatura: 25 °C. A - padréao,

B - amostra de xarope, * excipiente.

FIGURA 63. Cromatogramas obtidos no estudo de degradacdo forcada do
alprazolam em meio oxidativo (peroxido 3 %). Condi¢des cromatograficas: volume de
injecao: 5 uL; coluna Si-C8-uréia 125 x 3,9 mm. FM: MeOH:H,O (40:60 v/v); vazao:
0,6 mL/min; detecgdo UV a 254 nm e temperatura de 25 °C. Cromatograma A — meio
oxidativo, B — Controle, C- Placebo e D — Fase movel.

FIGURA 64. Curva analitica e gréafico de residuos para alprazolam.

FIGURA 65. Grafico representativo das recuperacoes de padrao temperatura e luz e
amostra luz em relacdo a Padrdo e Amostra na temperatura ambiente e em vidraria

ambar.

FIGURA 66. Grafico representativo da estabilidade da solucdo amostra de

alprazolam comprimidos.

FIGURA 67. Cromatograma obtido na separagao de cloxazolam em comprimidos.
Condicoes cromatograficas: volume de injecdao 5 uL; coluna Si-C8-uréia 125 x 3,9
mm; FM: ACN:TEA 0,1% pH 7,0 50/50 v/v; vazao 1,0 mL/min; deteccdo a 244 nm e
temperatura: 25 °C

FIGURA 68. Espectro de absor¢do no UV do cloxazolam na condi¢do cromatografica
6tima de separacao em duas dimensdes (a) e (b) cromatograma em 3D.

FIGURA 69. Cromatogramas obtidos no estudo de degradacao do cloxazolam em
meio béasico (NaOH 0,1 mol L™"). Condicdes cromatogréficas: volume de injecdo 5 pL;
coluna Si-C8-uréia 125 x 3,9 mm; FM ACN:TEA 0,1% pH 7,0 50/50 v/v, vazdo 1,0
mL/min; deteccao UV a 244 nm e temperatura 25 °C. Cromatograma de A-padrao, B-
amostra, C-placebo e D-diluente. Compostos: 1- cloxazolam, 2- impureza.

FIGURA 70. Espectro de absorcdo no ultravioleta de amostra e padrdo de
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cloxazolam em meio basico e padrao de cloxazolam em ACN. A-cloxazolam e B-

Impureza.

FIGURA 71. Cromatogramas obtidos no estudo de degradacdo do Cloxazolam em
meio oxidativo (H-O2 3,0%). Condigdes cromatograficas: volume de injecdo 5 uL;
coluna Si-C8-uréia 125 x 3,9 mm; FM ACN:TEA 0,1% pH 7,0 50/50 v/v, vazéo 1,0
mL/min; deteccdao UV a 244 nm e. temperatura: 25 °C Cromatograma de A-padrao,
B-amostra, C-placebo e D-diluente. Compostos: 1- cloxazolam, 2- impureza

FIGURA 72. Espectros de absorcdo no ultravioleta de padrao de cloxazolam em

meio oxidativo, A cloxazolam e B impureza.

FIGURA 73. Espectros de absorcao no ultravioleta para impurezas de cloxazolam

em meio oxidativo, A e B impurezas.

FIGURA 74. Cromatogramas obtidos no estudo de degradacdo do Cloxazolam em
meio &cido (Acido HCI 0,1 mol L™). Condicdes cromatograficas: volume de injecdo 5
uL; coluna Si-C8-uréia 125 x 3,9 mm; FM ACN:TEA 0,1% pH 7,0 50/50 v/v, vazéo 1,0
mL/min, deteccdo UV a 244 nm e temperatura 25 °C. Cromatograma de A-padrao, B-
amostra, C-placebo e D-diluente. Compostos: 1- impurezas, 2- cloxazolam.

FIGURA 75. Espectro ultravioleta de padrdo de cloxazolam em meio acido. A, B, e D

impurezas, C cloxazolam.

FIGURA 76. Cromatogramas obtidos no estudo de degradacao do cloxazolam em
condigdes fotoliticas. Condigbes cromatograficas: volume de inje¢cdo 5 pL; coluna Si-
C8-uréia 125 x 3,9 mm; FM ACN:TEA 0,1% pH 7,0 50/50 v/v, vazao 1,0 mL/min;
deteccdo UV a 244 nm e temperatura: 25 °C. Cromatograma de A-padrao
degradado, B-padrao controle, C-placebo e D-diluente. Compostos: 1- cloxazolam, 2-

impureza

FIGURA 77. Espectros de absorcdo no ultravioleta da amostra de cloxazolam
exposto a luz. A-Cloxazolam e B-impureza.

FIGURA 78. Cromatogramas obtidos no estudo de degradacao do cloxazolam em
meio térmico. Condi¢cdes cromatograficas: volume de injecdo 5 uL; coluna Si-C8-
uréia 125 x 3,9 mm; FM ACN:TEA 0,1% pH 7,0 50/50 v/v, vazdo 1,0 mL/min;
deteccdo UV a 244 nm e temperatura: 25 °C. Cromatograma de A-padrao
degradado, B-padrao controle, C-placebo e D-diluente. Compostos: 1- cloxazolam, 2-
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impureza.

FIGURA 79. Espectros de absorcdo no ultravioleta da amostra de cloxazolam

exposto a temperatura. A-Cloxazolam e B-impureza.

FIGURA 80. Espectros de absorcao no infravermelho do padrao de cloxazolam em

estado solido exposto a luz e temperatura.

FIGURA 81. Espectro de absorcao ultravioleta do padrdo de cloxazolam conforme

Farmacopéia Japonesa (adaptado)'®

FIGURA 82. Cromatogramas obtidos na separacdo de cloxazolam e padrdo de
impurezas por CLAE-DAD-EM. Condi¢des cromatograficas: volume de injecdo 5 uL;
coluna Si-C8-uréia 125 x 3,9 mm; FM: ACN:TEA 0,1% H 7,0 50/50 v/v, vazédo 1,0
mL/min; temperatura 25 °C e deteccdo UV a 244 nm. Cromatograma: 1 -
cloxaetanolamina, 2 —aminobenzofenona e 3 — cloxazolam. A) padrbes

cloxaetanolamina e benzofenona, B) cloxazolam.

FIGURA 83. Cromatograma obtido na separacdo da mistura de cloxazolam e
impurezas por CLAE-DAD-MS. Condi¢des cromatograficas: idénticas a Figura 82.
FIGURA 84. Cromatograma obtido na separacdo de cloxazolam e impureza em
comprimidos de cloxazolam com 18 meses de fabricacdo. Condicbes
cromatograficas: volume de injecdo 5 pL; coluna Si-C8-uréia 125 x 3,9 mm; FM:
ACN:TEA 0,1% pH 7,0 50/50 v/v, vazao 1,0 mL/min; temperatura: 25 °C e detec¢ao a

244 nm. Cromatograma: 1- cloxaetanolamina e 2-cloxazolam.

FIGURA 85. Espectros de absor¢cdo no ultravioleta da amostra de comprimido de
cloxazolam em 18 meses de estudo de estabilidade. A-Cloxazolam e B-

impureza.

FIGURA 86. Espectro de massas obtido para o pico de cloxazolam em ACN.
FIGURA 87. Espectro de massas obtido por CL-EM/EM para o ion m/z 349 de
cloxazolam em ACN.

FIGURA 88. Espectro de massas obtido para o pico de cloxaetanolamina em
ACN.

FIGURA 89. Espectro de massas obtido por CL-EM/EM do ion m/z 367de
cloxaetanolamina em ACN.

FIGURA 90. Espectro de massas obtido para o pico de aminobenzofenona em
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ACN.
FIGURA 91. Espectro de massas obtido por CL-EM/EM para o pico de

aminobenzofenona em ACN.

FIGURA 92. Espectro de massas obtido por CL-EM para o pico de cloxazolam em
ACN:H20 50:50 v/v.

FIGURA 93. Espectro de massas obtido por CL-EM/EM para o ion m/z 367 obtido a
partir do pico de cloxazolam em ACN:H,O 50:50 v/v.

FIGURA 94. Curva analitica (A) e grafico de residuos (B) do ajuste linear para o

cloxazolam.

FIGURA 95. Grafico de estabilidade para cloxazolam nas solucdes (A) padrdo e (e)

amostra.

XXXV

164

165

165

166

167

169






Capitulo |

Introducao Geral

Tese de Doutorado 1



Tese de Doutorado



1. Introducao
1.1. Cromatografia liquida de alta eficiéncia

A cromatografia € um método fisico-quimico de separacao dos componentes de uma
mistura, realizada através da distribuicdo dos mesmos entre duas fases, a estacionéria e a
mével. Entre os métodos cromatograficos, a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
€ uma técnica analitica de separacao indispensavel e que tem, a cada dia, se solidificado
como uma técnica importante de quantificacdo e identificacdo em laboratérios dos mais
diferentes ramos. Entre os tipos de CLAE, a CLAE em fase reversa apresenta algumas
vantagens frente as outras técnicas analiticas que também sdo aplicadas no
desenvolvimento de métodos e na rotina de um laboratério de controle de qualidade. O uso
de fases méveis (FM) com uma menor quantidade do componente organico e o rapido
equilibrio da coluna apés a alteracao da FM, seja no modo gradiente ou no isocratico,
permite uma analise com reducao de custos com melhores separac¢des. Outra vantagem é
o amplo campo de aplicacdo devido a separagdao de compostos de diferentes polaridades,
massas molares e funcionalidades'*.

Fatores que tém influenciado o rapido crescimento da CLAE s&o o estudo continuo
de novas fases estacionarias (FE) para aplicacdes especificas de uma determinada classe
de compostos, o desenvolvimento de equipamentos mais robustos e de novos detectores e

a disponibilidade de material didatico e de publicacdes variadas sobre cromatografia.

1.2. Busca do desempenho cromatografico

Ao desenvolver um método analitico busca-se primeiramente obter separacdes com
bom desempenho cromatogréafico, que resulte em uma separacdo completa entre os
compostos analisados.

O método analitico para determinacédo de teor e impurezas deve sempre buscar a
seletividade do analito de interesse entre os diversos componentes da formulagcdo do
medicamento, as impurezas, os produtos de degradacao e a FM/diluente. O desempenho
cromatografico é influenciado pelo equipamento, FM, FE, temperatura e tipo de eluicdo®.
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1.2.1. Equipamento

O equipamento de CLAE escolhido para a analise também deve possibilitar uma
separacao adequada do composto selecionado em um tempo razoavel. Para tanto, alguns
itens relacionados ao sistema de CLAE como bomba, detector e injetores sao relevantes
para o desenvolvimento de uma boa separacao.

As bombas com programadores permitem o uso de eluigdo por gradiente, geralmente
aplicada aos compostos com polaridades diferentes, como impurezas de sintese do
farmaco e compostos relacionados. Na eluicdo por gradiente, quantidades crescentes do
solvente mais forte sdo adicionadas a outro, aumentando a forca do eluente para obtencao
de uma separacao satisfatéria. O sistema de bombeamento ndo deve gerar no detector
ruidos que possam encobrir sinais mais fracos®.

O injetor manual, de maneira geral, € composto de uma valvula de inje¢cao que possui
alca de amostragem de volume fixo. Alguns sistemas recentes possuem uma seringa de
injecdo que mede o volume a ser usado na injecao. Esses sistemas permitem a injecao de
volumes pequenos com boa reprodutibilidade, fato importante quando se faz necessaria a
injecao de solugdes concentradas de farmaco, sob condicdes de degradacao, para que 0s
produtos de degradacao sejam detectados. Os injetores produzidos nos ultimos anos
apresentam a opc¢ao de refrigeracdo do compartimento de amostras, que pode ser
importante para solu¢des de compostos termolébeis, evitando a degradacédo da amostra.

O sistema de deteccao deve garantir que propriedades do analito sejam detectadas
como a absorcao de luz na regido do ultravioleta e visivel. Os detectores de absor¢dao no
ultravioleta e o de arranjo de diodos sdo os mais utilizados nas industrias farmacéuticas,
pelo fato de que a maioria dos farmacos apresenta absorcao na regidao do ultravioleta. Para
compostos como horménios, como gestodeno e etinilestradiol, que sdo usados na
produgdo de varios anti-concepcionais, € necessario um sistema cromatografico que
emprega dois detectores em série, sendo um de ultravioleta para detec¢ao do gestodeno e
outro de fluorescéncia para deteccédo do etinilestradiol®®.

O detector por indice de refracao é considerado universal por ser sensivel a todo tipo
de soluto. Entretanto, ndo é aplicado para separagdes com o uso de eluicao por gradiente,
pois é sensivel s mudancas de vazdo e de temperatura. E aplicado na separacdo de
sorbitol®, amplamente utilizado em xaropes e em solucdes e suspensdes em substituicao

ao acgucar.
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O detector de espalhamento de luz é sensivel a qualquer constituinte que seja
significativamente menos volatil que a FM e permite a deteccdo de farmacos como os
constituintes do Ginkgo biloba, as terpenolactonas®’.

1.2.2. FM

Na CLAE as espécies que estdo sendo avaliadas sofrem influéncia da FE e, ao
mesmo tempo, as propriedades destas sdo continuamente influenciadas pela FM. Na
CLAE, a FM deve ser um liquido mais polar quando se trata de fase reversa (FE apolar) ou
mais apolar quando se trata de fase normal (FE polar). A FM exerce duas funcdes
principais, a primeira é arrastar os componentes da amostra através do sistema
cromatografico e a segunda é participar do processo de separacdo®. Um solvente ou uma
mistura de solventes com tampdao para ser selecionado como FM deve considerar as suas
caracteristicas fisico-quimicas, a forca cromatografica, a seletividade e a toxicidade.

As principais caracteristicas fisico-quimicas requeridas das FM utilizadas em CLAE
sdo0%:

e alto grau de pureza e facil purificacao;

e solubilizar a amostra sem decompor 0s seus componentes;
e ndo decompor ou dissolver a FE;

e ter baixa viscosidade;

e ser compativel com o tipo de detector utilizado;

e ter polaridade adequada para permitir uma separag¢do conveniente dos componentes

da amostra.

Uma FM ideal deve também apresentar baixa toxicidade, ser passivel de reuso e ser

de custo reduzido.

De modo geral, em qualquer tipo de CLAE a FM é de extrema importancia, pois
participa do processo de separagdo. Parametros importantes, como seletividade da
separacao, tempo de retencdo e solubilidade do composto de interesse na FM,
apresentam consideraveis variacoes em funcao das mudancas de composicao na FM. A
forca cromatografica da FM mede a sua capacidade em interagir com os componentes da
amostra. Essas interacées sdo devido as diferencas forcas como as de van der Waals, as
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dipolo-dipolo, ligacao de hidrogénio e idnicas. A retengdo de um componente é controlada
pela forgca do solvente. Uma FM considerada forte em CLAE-FR apresenta alta proporcao
do modificador organico, como metanol, acetonitrila ou tetraidrofurano, em relacao a agua,
e a separacao com essa FM ocorre com tempos de retengdo menores. O uso de FM com
menor proporcdo de solvente organico permite separacdo com tempos de retencao
maiores.

As solucdes tampao sao muito utilizadas em CLAE uma vez que muitos compostos
s&0 ibnicos ou ionizaveis e a separagao necessita ser realizada em pH definido. A escolha
da solugdo tampao depende do valor do pKa do analito, do pH da FM a ser utilizada e
também da sua absorcao no ultravioleta. O pH do tampao deve estar dentro da faixa do
pKa da substancia: pH = pKa £ 1,0. Assim, para compostos acidos, a solucdo tampao de
pH menor que uma unidade que o pKa produz espécies moleculares e em pH maior que
uma unidade do pKa resulta em espécies ionizadas (&nions). De forma similar, para
compostos basicos, a solugdo tampao de pH como uma unidade maior que o pKa resulta
em espécies moleculares e pH menor que o pKa em uma unidade resulta em espécies

ionizadas (cations)®.

1.2.3.Tipo de eluicao cromatografica

A eluicdo em CLAE pode ser isocratica ou por gradiente*®°. A eluicdo isocréatica é a
mais utilizada nos métodos farmacopéicos e, nesse modo, a forca cromatografica da FM
permanece constante durante toda a separagdo. A eluicdo isocratica permite separacdes
mais simples, reprodutiveis e de menor custo por usar uma unica bomba de alta pressao.
Na eluicao por gradiente, a composicao da FM é alterada durante o decorrer da separacao.
Desta forma, este modo de eluicdo € mais aplicado as misturas complexas, que contém
compostos com estruturas quimicas e polaridades diferentes, como € o caso de impurezas
e produtos de degradacado. Apesar de possuir algumas limitagcdes em relacdo ao tipo de
detector e resultar em maiores ruidos da linha de base, em certos casos, como a de
separacdes complexas, a eluicdo por gradiente € a mais indicada. A eluicao por gradiente
€ recomendada nas seguintes situacoes: amostras com ampla faixa de fator de retencéo;
amostras contendo interferentes com valores de fator de retencdo que aumentam o tempo
de analise; solucdes diluidas em um solvente fraco e separacdes de macromoléculas como

proteinas, peptideos e polimeros sintéticos®.
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1.2.4. FE

As FE geralmente utilizadas em CLAE séao constituidas por um suporte sélido,
modificado ou n&o, sobre o qual é depositada uma fase liquida. Essa pode estar sorvida,
auto-imobilizada, imobilizada ou quimicamente ligada ao suporte®.

Um material ideal, para ser utilizado como suporte, deve apresentar as seguintes

caracteristicag®*'%

, Ser poroso, possuir uma alta concentracao de grupos ativos em sua
superficie, possuir area superficial suficientemente grande para aumentar a capacidade de
aceitacao da amostra, ter inércia quimica e resisténcia mecénica alta.

Como suportes podem ser usados os 6xidos inorganicos como silica, alumina, titania,
zircOnia e carbono grafitizado. Dentre os éxidos metalicos a silica é o suporte de maior
utilizacédo e pode ser modificada com os 6xidos de titanio ou de zirconio.

A ampla utilizacdo da silica estd relacionada as suas propriedades altamente
favoraveis para aplicacbes cromatograficas e, dentre elas, podem ser destacadas:
particulas pequenas e esféricas disponiveis em uma ampla variedade de diametro (1 a 20
MM, a maioria com distribuicdo de tamanho reduzida) e tamanhos de poros (6 a 400 nm);
particulas altamente porosas com grande &rea superficial (100 a 500 m? g"); alta forca
mecanica (elevada rigidez) adequada para resistir as pressdes elevadas necessarias em
CLAE; e facilidade de modificacdo de sua superficie, devido a presenca de grupos

hidroxilas (silanéis) bastante reativos'®'

, principalmente por reagdes dos grupos silandis
com reagentes, como triclorooctadecilsilano ou clorodimetiloctadecilsilano que produzem
ligacdes do tipo =Si-O-Si-C=.

A silica apresenta uma superficie irregular quanto ao tipo de espécies quimicas, que
podem ser: silandis livres ou isolados, vicinais ou germinais e ligacées tipo siloxano (=Si-O-
Si=). A Figura 1 apresenta a forma como os silandis estdo presentes na superficie da

silica.

.M H _H H

0 0 0 0 O-H s o

S 0-Si Sj Si S Si
o 5 . o0 o4 o4
8w Q o] o Q) ~Aen wa O Q win 0 <
Isolado Vicinal Germinal Ligacao siloxano

Figura 1- Tipos de grupos silandis e ligagbes siloxano na superficie da silica amorfa
(adaptado’).
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As propriedades que fazem da silica um Oxido altamente interessante, capaz de
interagir com as mais diversas espécies organicas, fornecendo FE de diferentes
seletividades, sao determinadas: (i) pela alta atividade quimica da superficie — esta
atividade depende da concentragéao e da distribuicdo dos diferentes grupos silanéis, e nao
das ligagées siloxano; e (ii) pela sua estrutura porosa'.

Os grupos silandis presentes na silica Ihe conferem um carater acido que traz
algumas propriedades trocadoras de ions que sao altamente dependentes do pH, da area
superficial e da concentracdo dos grupos silanois. Desta forma, a aplicacdo da silica é
limitada ao intervalo de pH 2,0 e 8,0. Para pH maior que 8,0, a silica se solubiliza
lentamente, alterando a compactagdo da coluna e levando a alteracées na retencdo do
soluto e perda de eficiéncia'®. Quando o pH da FM for menor que 2, a hidrélise, catalisada
por acido, das ligacoes Si-C entre a superficie da silica e o material ligado quimicamente
torna-se significante. Isto resulta em perda continua da fase ligada, concomitante com a

perda de retencao cromatografica.

1.2.4.1. FE quimicamente ligada

Um dos fatores que podem explicar o rapido crescimento da CLAE pode estar
relacionado aos avancos na tecnologia de preparo das FE. Diferentes FE tém sido
preparadas com o intuito de reducédo dos silandis residuais e obtencao de uma melhor
separacao. Processos como o capeamento permitem uma melhor protecdo desses grupos
para que possam ter menor interacdo com o analito®.

Na CLAE-FR, um importante fator que impulsionou esse crescimento foi a introducao
das FE quimicamente ligadas (FEQL), nas quais, cadeias organicas sao ligadas
covalentemente a superficie do suporte, fornecendo alta estabilidade hidrolitica ao liquido
estacionario'’. A FEQL apresenta como principais vantagens a maior estabilidade quimica,
devido a ligagao covalente; a possibilidade de uso de maiores valores de vazao de FM e
temperatura; maior liberdade de escolha de FM e o possivel uso de elui¢cdo por gradiente.
Como ndo hd uma FE com caracteristicas ideais, a FEQL também apresenta algumas
desvantagens que s&o importantes destacar para sua melhor aplicacdo: menor
recobrimento de superficie, devido ao impedimento estérico que faz com que se consiga
que no maximo 50% dos grupos silandis consigam reagir; interacdes indesejaveis, devido

aos silandis residuais que podem adsorver compostos basicos reversivelmente,
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ocasionando o aparecimento de picos largos e assimétricos, ou adsorcao irreversivel que
pode levar a deterioracdo da coluna e, outro fator limitante, seria o uso restrito no intervalo
de pH de 2 a 82

As FEQL podem ser obtidas através de diversas reacdes quimicas a partir da silica
ou de outros suportes'. A reacdo mais utilizada para o preparo das FEQL é a da
organossilanizagdo"’ (Figura 2), na qual os grupos silandis da silica reagem com
organossilanos, resultando em FE com ligagdes do tipo siloxano (=Si-O-Si-C=).

CISIRR
=Si—0OH + ou —» =Si—0—SiR;R' + HCl ou ROH
ROSIR;R

Figura 2. Reacbes para o preparo de FE quimicamente ligadas pela reacdo de
organossilanizacgao.

Nas reacOes para obtencdo de FEQL, é realizada uma etapa inicial para ativar os
grupos hidroxilas da superficie da silica através de aquecimento, para remover as
moléculas de agua ligadas a superficie da silica. Na sequéncia, faz-se a reag¢ado da silica
com um organossilano®. As FE deste tipo sdo as mais estaveis hidroliticamente e as
colunas recheadas com este material exibem eficiéncias mais altas, devido ao rapido
processo de transferéncia de massas'”.

O agente sililante tem um ou mais grupos funcionais reativos, que podem ser cloretos
ou grupos etoxi ou metdxi; R’ € uma cadeia alifdtica ou uma cadeia alifatica com grupos
terminais polares que se deseja introduzir no suporte; e R é normalmente, um grupo

metila®'®1°

ou grupos mais volumosos como isopropil ou isobutil. Os organoclorossilanos
sd0 mais reativos que 0s organoalcoxissilanos, sendo necessaria nas reagdes com
organoclorossilanos a presenca de um catalizador, que pode ser uma base receptora de
prétons, como a piridina ou a lutidina.

O agente sililante pode ser monofuncional, bifuncional ou trifuncional conforme o
grupo reativo ligado diretamente ao atomo de silicio (Figura 3)'. Outro fator importante é a
auséncia ou a presenca de agua durante a sintese, que podem resultar em fases
monomeéricas ou poliméricas, respectivamente, as quais apresentam caracteristicas fisicas

e cromatograficas bastante distintas.

Tese de Doutorado 9



£ B c

R R X

| | |
}(—'cl-.“'i—R X—Sli—R X—|S1~—R

R X x

Figura 3. Agentes sililantes empregados na organossilanizacdao de FE, monofuncional (A),
bifuncional (B) e trifuncional (C). [R’ = CHs; R = normalmente, CgH17 ou CygH37; X = grupos
metoxi ou etdxi ou cloro].

As FE monoméricas sao obtidas através da reacdo da silica com organossilanos
mono, bi ou tri funcionais na auséncia de moléculas de agua. A grande vantagem deste
método é a alta repetibilidade do preparo das fases, uma vez que cada grupo silanol reage
com uma molécula do silano®. As colunas cromatograficas recheadas com a fase
monomeérica apresentam as eficiéncias mais altas devido a cinética favoravel envolvendo a
rapida difusdo dentro e fora da camada orgéanica fina da FE. No entanto, possuem menor
estabilidade quimica. FE poliméricas apresentam menor eficiéncia e repetibilidade na
preparacao, porém sao mais estaveis tanto em pH alto como baixo, devido a um maior

recobrimento da superficie da silica.

1.2.4.2 FE com grupo polar embutido

Apbs o processo de ligacao quimica do organossilano a silica, pode ocorrer que 0s
silandis residuais que nao reagiram com o0s agentes sililantes, estejam suficientemente
acessiveis para interagirem com componentes da amostra durante a separacao
cromatografica. Os silandis residuais sdo 0s principais responsaveis pelo aumento da
retencdo e do alargamento de pico de compostos basicos'®'®. Entre os procedimentos
relatados na literatura®, para a reducédo da atividade silanofilica das FE esta a FE com
grupo polar embutido, pois a insercdo de grupos polares como amida, amina, uréia e
carbamato reduz a interacao de solutos basicos com os silanoéis residuais.

O desenvolvimento das FE com grupo embutido iniciou com o grupo polar amida. Na
primeira geracdo de FE com grupo polar embutido, a silica foi modificada em duas etapas,
primeiro com um aminossilano e posteriomente com cloretos &cidos'"®. Este processo
apresentou uma conversao incompleta, resultando em uma superficie com uma mistura de
grupos aminos derivatizados e nao derivatizados, ocorrendo a retengdo dos analitos por

mecanismo duplo, de fase reversa e troca ibnica.
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A segunda geracdo de FE com grupo polar embutido continha o grupo carbamato
gerado a partir da sua reacdo com clorossilano monofuncional, seguida da modificacdo da
superficie da silica, em uma Unica etapa®’. O'Gara et al®' prepararam esta FE
incorporando o grupo carbamato no grupo alquildimetilclorossilano, seguida da reagédo com
a silica, para que se obtivesse uma estrutura Unica do ligante, sem possibilidades de troca
ibnica e com excelente reprodutibilidade das FE na separagdo de compostos polares,
apolares e basicos. O avanco nesta segunda geracao de FE reside na sua preparacao a
partir de uma unica modificacdo da superficie da silica, na qual o grupo embutido encontra-
se inserido dentro do silano, 0 que propicia a auséncia de grupos de troca ibnica. Este fato
acarreta em uma reducao do fator de assimetria na separacao de compostos basicos como
a amitriptilina'"??2, Silva et al."' sintetizaram uma FE C18 trifuncional com grupo polar
tiocarbamato, seguido pelo processo de capeamento. A FE obtida apresentou boas
propriedades para aplicacdo em CLAE-FR e as caracteristicas de ligacdo de hidrogénio,
seletividade estérica e interacdo silanofilica foram aceitaveis''. A comparacdo da FE com
grupo tiocarbamato com outras FE sem grupo polar apontou que a primeira apresentou
resultados superiores na separacao de compostos basicos e semelhantes para compostos
apolares. Na separacao de analito basico, amitriptilina, foi obtido fator de assimetria menor
que 1,7, comparado ao valor de 5,2, conseguido usando uma FE C18, nas mesmas
condicoes cromatograficas.

Um outro tipo de FE com grupo polar embutido foi obtido com a incorporacdo do
grupo uréia na cadeia alquila usando uma etapa unica de modificacdo da superficie da
silica. Silva et al."®?*2% obtiveram uma modificacdo homogénea e bem caracterizada da
superficie da silica no preparo de FE com grupos polares uréia. Foram preparadas FE com
uma série homéloga de C5, C7, C12 e C18 ureapropiltrialcoxissilano, avaliadas através de
parametros cromatograficos e caracterizacao fisico-quimica. As FE obtidas com grupo
polar uréia apresentaram separacdes com picos simétricos, boa eficiéncia para compostos
polares, apolares e basicos. Na separacdo da mistura teste SRM 869a (Material de
Referéncia Padrao), obtida do NIST (Instituto Nacional de Padrdes e Tecnologia, EUA), e
de compostos como propranolol e amitriptilina foram observadas interacdes reduzidas com
a superficie da silica, através dos valores préximos a unidade para o fator de

assimetria'!?>%8,
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Silva et al?* avaliaram a estabilidade quimica da coluna recheada com a FE com
grupo polar C18 uréia através da separagao da mistura contendo os compostos naftaleno
(apolar), dibutilftalado (polar) e amitriptilina e propranolol (basicos). Nesta avaliacéo, foi
usada como FM uma mistura de tampao fosfato e metanol, pois o tampao fosfato é
considerado mais agressivo na dissolucdo da silica quando comparado com tampdes
como citrato e Tris. O declinio dos parametros cromatograficos e a baixa eficiéncia obtida
apos a passagem de 20000 volumes de FM através da coluna mostraram que deve ter
ocorrido a dissolucéo da silica e ndo a hidrdlise do grupo polar uréia.

Estudos realizados por Silva?® mostraram que as fases C18 uréia e C18 dimetil uréia
separaram, com eficiéncia, uma mistura complexa de compostos organicos pertencentes a
uma importante classe de poluentes ambientais e também uma mistura contendo alguns
compostos basicos, dentre eles o cloridrato de amitriptiina e o propranolol. Estes
resultados foram importantes para confirmar o alargamento do pico devido a possiveis
interacées com os grupos silandis residuais na superficie da silica, que ocorre, geralmente,
quando sao utilizadas na separacao FE convencionais do tipo C18. Foi confirmado que o
grupamento uréia embutido na FE minimiza as interacdes entre os compostos basicos e 0s
silandis residuais da superficie da silica.

Silva et al®

prepararam e caracterizaram uma fase C18 uréia baseada em silica
titanizada, obtendo separagdes cromatograficas para compostos de carater neutro
semelhantes as das FE C18 titanizada, entretanto, para separacao de compostos basicos
como benzilamina e amitriptilina ainda foram observados picos assimétricos e maior
retencé@o na coluna.

Liu et al.®®

desenvolveram uma fase com grupo polar embutido contendo sulfonamida
inserida em uma ligacdo eter. A avaliagdo cromatografica mostrou que a FE obtida
apresentou baixa atividade silanofilica, confirmada pela boa separacdo do composto
basico amitriptilina, boa compatibilidade com FM 100% aquosa, alta seletividade estérica
para hidrocarbonetos aromaticos policiclicos e alta afinidade para nitro compostos. Outro
estudo realizado por Liu et al*® foi a preparacdo e a avaliagdo de FE com grupo polar
embutido, estavel hidroliticamente, obtida a partir da sintese de um silano monofuncional e
modificacao da superficie da silica por multiplas reagdes do ligante a silica. A caracteristica
de estabilidade hidrolitica foi devido a multiplas ligagdes covalentes formadas entre o

silano e a superficie da silica e a ligacdo cruzada entre os ligantes adjacentes. A FE
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apresentou compatibilidade com FM 100% aquosa, boa eficiéncia e picos simétricos na
separacao de compostos acidos e basicos como a amitriptilina.

Layne®' comparou FE com grupo polar embutido sem capeamento e FE nas quais 0s
reagentes utilizados no capeamento continham grupos polares. Na Figura 4, tem-se a
representacdo esquematica de FE covencionais com grupo polar embutido e com grupo
polar no reagente de capeamento.

A B c
Grupo _P'Dl'ar Grupo paolar
Emb_utld':' ' Capeamento
(amida) /' (dleacD)
wr 'Y )
=i}
MM ¥

H,G—5CHy M, C—g~CH He—gi-CHh

Figura 4 - Representacdao esquematica de FE: A) convencional, B) com grupo polar
embutido, e C) com grupo polar &lcool no capeamento®'.

As FE com grupo polar no reagente de capeamento apresentaram caracteristicas de
retencao hidrofobica similares as FE C18 convencionais, mas mostraram alta capacidade
de ligagcdo de hidrogénio e atividade silanofilica. As FE com grupo polar embutido
apresentaram comportamento oposto, com reducédo da natureza hidrofébica e diminuicao
da atividade dos silandis residuais. Wilson et al.*? avaliaram as diferencas de seletividade
entre colunas contendo grupo polar embutido na cadeia organica, fases contendo grupo
polar nos reagentes de capeamento e colunas sem o grupo polar. Os resultados obtidos
mostraram que as FE com grupo polar apresentaram menor hidrofobicidade e que as FE
com grupo polar no reagente de capeamento sdao mais semelhantes as FE sem o grupo.
Euerby e Petersson®® realizaram a classificacdo cromatografica e comparacdo entre
colunas comerciais contendo grupo polar e com grupo amino no reagente de capeamento,
usando analise de componentes principais. Foram avaliadas 18 FE utilizando protocolos de
andlise cromatografica, como o teste de Tanaka, misturas acidas 1 e 2 e teste de Tanaka

modificado. O estudo destacou as diferengas entre as FE obtidas pela sintese de uma ou
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duas etapas e as caracteristicas do tipo de sitios de ligagdo. Coym** realizou a
comparacao de FE alquil tradicionais com FE com grupo polar no reagente de capeamento
e com FE com grupo polar embutido na cadeia carb6nica, na separacao de compostos
apolares como metileno. Os resultados mostraram que a transferéncia de entalpia € menos
favoravel na separacdo com colunas contendo FE com grupos polares embutidos quando
comparado com as outras FE avaliadas.

Hamada et al.®®

avaliaram a separacdo de proteinas hidrofébicas utilizando colunas
com grupo polar embutido em cadeia organica de quatro carbonos (InertisilWP300 C4). Os
resultados obtidos mostraram que a FE apresentou perfil de retencéo ideal para proteinas
e que o efeito é devido a reducao da interagao dos grupos silan6is com os grupos polares
das proteinas.

1.6 realizaram a andlise simultanea de surfactantes aniénico, catiénico e nzo

Liu et a
ibnico utilizando uma coluna com FE com grupo polar embutido (Acclaim Surfactant). A
coluna apresentou seletividade ideal para os diferentes tipos de surfactantes, com picos
simétricos, boa resolugdo e compatibilidade com FM aquosa.

Rafferty et al®’

realizaram a simulagdo da alteracdo do comprimento da cadeia
carbdnica (C18, C8 e C1), da presenca de grupo polar amida embutido, da pressao e do
formato do poro na retencdo em CLAE-FR. Os resultados mostraram diferencas na
retencdo de analitos polares para as FE avaliadas.

Quiang et al.*®

prepararam uma FE com grupo polar amida embutido na cadeia
carbdnica C18. A coluna foi usada na separacao de quatro componentes de
diidroergotoxina com FM neutras, de composicées variadas. Os resultados obtidos
mostraram que a FE pode ser usada na separacao de compostos alcaléides complexos e
apresentou potencial para aplicacdo na analise farmacéutica e na identificacdo de produtos
naturais. A melhor separacao entre os componentes foi obtida usando FM constituida de
ACN-20 m mol™ NazHPO,4 30:70 v/v, pH 7,0.

Rimer e Sander®® avaliaram sete colunas contendo FE com grupo polar embutido
para reconhecimento molecular. Foram usadas na avaliagdo da seletividade da coluna o
material de referéncia padrao SRM 869b e também a mistura teste de Tanaka. Os
resultados obtidos para as misturas testes indicaram que somente duas das FE

apresentaram separacdo satisfatéria com picos simétricos. As caracteristicas do
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reconhecimento estdo diretamente relacionadas ao ligante do grupo polar e também com a
temperatura de separacgao.

Kallel et al.*° otimizaram as condicdes de separacdo de sete tetraciclinas utilizando
FE C12 contendo grupo polar embutido, avaliando a influéncia do pH, modificador
organico, tampao e temperatura, na eluigdo dos analitos. Os resultados obtidos mostraram
boa separagdo para os compostos analisados, com boa eficiéncia e resolucao entre as

tetraciclinas.

1.2.4.2.1. Mecanismo de separacao das FE com grupo polar embutido

O mecanismo através do qual a FE com grupo polar embutido consegue minimizar as
interagbes dos grupos silandis com os compostos basicos ainda ndo € totalmente
conhecido, porém ha pelo menos quatro tentativas de explicacdo, como mostradas na
Figura 5, exempleficando o as provaveis interacdées com o composto basico, amitriptilina.

(a) Interacdes com os silandis residuais (b) Interagdes com moléculas de dgua
NH—R
< 0
O—'—::-\\ _0“: }'I/ \‘LH
—OH"""Y _NH Y o~ \f\

<l ~ -,I HiC, e == :r,; ) ey -
‘;};‘_0_%/ ~1 ”:{:/NLH;[JJ;i.Ji i_o SlM\] \“\IH R NCHCHLCH

< HsC

> g Amitriptiling - = =

> Cu, CH B i: ¢, CHs i

e C

Pe <]
(e} Interacbes com os solutos polares (d) Interagdes entre os grupos polares

= GH;
] D g N
: Hig, = W
§—U| l - NCH;CHCH §_D —Si M N“ —R H ff ! \f'\j?
- - .C Zae =

{; CH; ;—UH H ’ :NC‘H_-(.‘H_»L'II
Jros Ty S S )

S CHs e §_0 —HTNT NH—R

1

':,:: <) H; e H, H

Figura 5 — Provaveis interacdes durante a separacdo cromatografica de um composto
basico, amitriptilina, utilizando uma FE com grupo polar do tipo uréia (Adaptado)®*'.
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A primeira explicacdo € que 0s grupos polares podem interagir com 0s grupos
silanodis da silica, através de ligagcdo de hidrogénio e, desta forma, os silandis estarao
menos disponiveis para interagirem com os compostos basicos, o que poderia acarretar
em picos com melhor simetria e menor alargamento, Figura 5a. A segunda € que os
grupos polares podem interagir com moléculas de agua da FM, Figura 5b, formando uma
suposta barreira de moléculas de agua, que poderia diminuir a hidrofobicidade da FE ao
redor da superficie, dificultando o acesso de compostos basicos aos grupos silandis. A
terceira explicacdo propde que o analito pode interagir preferencialmente com o grupo
polar da FE ao invés de interagir com os silanéis residuais'®?%, Figura 5d. A quarta é que
0s grupos polares reagem entre si blindando os grupos silanéis®, Figura 5d. Uma
propriedade adicional da FE com grupo polar é a reducao na retencao hidrofébica. Esta
propriedade leva a reduzir a seletividade ndo polar-polar que sao benéficos aos problemas
associados com degradante e andlises de metabdlitos '°.

Esses mecanismos foram propostos para explicar porque essas FE tem a
propriedade de minimizar as interacdes indesejaveis entre os grupos silandis e os analitos
basicos. Algumas evidéncias mostraram que a superficie da silica tem uma maior
concentracao de agua, devido as suas ligacoes de hidrogénio com o0s respectivos grupos
polares, ficando proximas a superficie do suporte cromatografico. Espera-se a formacao de
uma barreira “virtual” de moléculas de agua, a qual impede, de certa maneira, a interacao
dos analitos basicos com os silandis residuais. Outra evidéncia pratica é que com essas
fases polares é possivel realizar algumas separag¢des cromatograficas utilizando, por
exemplo, uma FM com 100% de agua. Nas FE classicas isto ndo é sempre possivel,
devido ao colapso que ocorre com as cadeias hidrofébicas imobilizadas na superficie da

silica, alterando consideravelmente a retencéo dos analitos*'.

1.3. Variaveis que influenciam na eficiéncia cromatografica

1.3.1. Tamanho da particula de silica

O tamanho de particula da silica em CLAE é muito importante, porque controla o
processo de difusdo das moléculas da amostra ao penetrar e sair dos poros da particula®.
Quanto maior o tamanho da particula porosa, mais lento sera o processo de difusao e,

como consequéncia, mais lenta sera a transferéncia de massa do analito entre a FE e a
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FM, devido ao aumento da profundidade dos poros, o que causa o retardo dos
componentes da amostra para sair dos poros profundos®. A eficiéncia de uma coluna
recheada aumenta com a reducdo do tamanho da particula. Quanto menor o tamanho de
particulas, mais eficiente serd a separagdo, com maior niumero de pratos e melhor
resolugdo, sendo um parametro Util a ser avaliado no desenvolvimento de método para
separacao de impurezas e produtos de degradacdo. A razdo para esse aumento de
eficiéncia é que particulas menores proporcionam um fluxo mais uniforme pela coluna e
que o percurso no qual o composto se difunde na FM entre as particulas estd na ordem de
grandeza do tamanho de particula®. A menor profundidade dos poros diminui e a saida das
moléculas da amostra dos poros que ocorre mais rapidamente, permitindo a obtencao de
analises mais rapidas sem perda de eficiéncia®. Quanto menor o tamanho de particula,
menor é o caminho de difusdo da substancia na FM. Entretanto, para particulas de menor
tamanho h& uma resisténcia ao fluxo pela FE, ocorrendo aumento da pressao®. Estas
abordagens explicam o uso em CLAE de particulas esféricas de 3 a 5 ym. No modo de
cromatografia liquida de ultraeficiéncia (UPLC) sdo usadas particulas menores, na ordem
de 1,5a2,0 ym.

1.3.2. Dimensao da coluna e diametro interno

As colunas convencionais de CLAE, mais empregadas em cromatografia liquida
neste momento, apresentam didmetro interno superior a 3,2 mm e inferior ou igual a 4,6
mm. Em funcdo destas caracteristicas, a maior parte dos equipamentos projetados para
CLAE opera bem com estas colunas, sem modificacdes ou adaptacdes. A vazao tipica
destas colunas situa-se ao redor de 1,0 mL/min, com uma faixa de 0,5 a 2,0 mL/min.

As colunas de didmetro reduzido apresentam vantagens, como o uso de menor
volume de amostra, da ordem de fracdes de microlitro ou de nanolitros, o que é Uutil para
anélise de tracos em matrizes ambientais, em fluido biologico® e também no estudo de
impurezas e produtos de degradacdo. As colunas de menor didmetro interno também
permitem menor consumo de FM, menor volume de amostra injetada, para evtar posivel
sobrecaga na coluna, e menor gasto de FE para seu enchimento. O inconveniente é a
baixa repetitividade em vazdes reduzidas e a baixa exatiddo na injecdo de pequenos
volumes de amostra®. Com o avanco da técnica de micro-CLAE e a existéncia no mercado

de diversos fornecedores, os inconvenientes descritos acima foram reduzidos. Atualmente,
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nos sistemas de micro-CLAE podem-se realizar separagdes a reduzidas vazdes de FM,
com elevada repetibilidade e exatidao, inclusive com a aplicagdo nas validacbes de

métodos analiticos.

1.3.3. Temperatura

O aquecimento da coluna geralmente diminui a viscosidade da FM, reduzindo dessa
forma a pressao necessaria, permitindo um fluxo mais rapido. O aumento da temperatura,
geralmente, diminui o tempo de retencdo e melhora a resolucao através do aumento da
velocidade de difusdao das substancias, entretanto, o aumento da temperatura pode
degradar a FE e reduzir o tempo de vida da coluna*, além de degradar analitos
termolabeis. Quando a temperatura de uma coluna nao € controlada, ela flutua com a
temperatura ambiente, sendo, desta forma, necessario o controle para que se tenha
repetibilidade nos tempos de retengao das analises.

1.4. Métodos fisicos e quimicos de caracterizacao da FE

Métodos espectroscopicos, termogravimétricos e fisico-quimicos sao frequentemente
empregados para caracterizacdo da FE, pois fornecem informagdes importantes do
material modificado quimicamente'*?2.

Uma caracterizagdo estrutural extensiva da FE pode ser realizada pelo uso
combinado das técnicas de espectroscopia de ressonancia magnética nuclear, RMN,
revelando informagdes valiosas sobre a variedade e quantidade das espécies formadas
nas reagdes de modificacdo da superficie da silica*?.

A técnica de RMN de ?°Si é realizada com o intuito de avaliar possiveis alteracdes
quimicas causadas na superficie do suporte de silica ap6s a ligacao do silano. A silica
pode ser modificada com silanos mono, di ou trifuncionais e, de acordo com o tipo de
silano usado, diferentes modificagcdes podem ser obtidas. Essas modificacbes podem ser
distinguidas por espectroscopia de RMN #°S;.

O espectro tipico de RMN ?°Si da silica apresenta trés sinais, Q* devido aos grupos
silanodis geminais, Q® referentes aos silanéis livres e vicinais e Q* relacionados aos grupos
siloxanos*®, Figura 6.

A silica modificada com silano monofuncional apresenta a espécie My, enquanto que

a silica modificada com silanos di- e trifuncionais apresentam outras espécies de silicio na
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superficie da silica. O efeito do processo de capeamento com hexametildissilazano ou

trimetilclorossilano, reagentes comumente empregados para esta finalidade, também pode

13(344,45

ser visto nos espectros de RMN #°Sj e , pela introducdo de uma nova espécie de

silicio Si(CHgs)s, M2, que apresenta, geralmente, o mesmo sinal da espécie M;.

of s ) o j!'}(EHlJ,R M1
\.\ .-"'H'. __,-"'H I.-
OH 0 0 0 ¥
HO oH
.Si, - G g Si lfH1
Y i i * ¥ R L 0-8i-C M2
KCI 0 050 CIOGDD DGO IéHH.

Figura 6 - Espécies de silicio presentes na silica (Q%, Q3, Q*) e espécies presentes na

silica modificada (M1 e My).

Os resultados obtidos a partir da analise elementar sdo Uteis para a determinagéao da
porcentagem de carbono apos a etapa de imobilizagdo, avaliando-se, desta forma, o grau
de recobrimento efetivo do suporte®®.

A espectroscopia de absorcdo no infravermelho pode ser aplicada na avaliacao
qualitativa da presenca de grupos funcionais caracteristicos do agente sililante na FE***’.

1.5. Caracterizacao Cromatografica

O amplo uso de fases reversas levou a introducao de diferentes FE, de alta qualidade
que, juntamente com um grande numero de ferramentas para controle e otimizacdo das
separagoes, contribuiram para a sélida popularizacdo da CLAE-FR. Entretanto, as varias
centenas de fases reversas, em muitos casos nominalmente idénticas, disponiveis
atualmente, dificultam a selecdo de uma melhor coluna para um problema especifico de
separacao. Para que a selecdo da coluna contendo a FE apropriada para a separagcao em
questao, nao se torne um problema, uma completa caracterizacdo da FE é extremamente
desejavel para diferenciar caracteristicas aparentemente similares. Os parametros
cromatograficos avaliam a qualidade, as caracteristicas e a viabilidade analitica das fases
com base em interacGes intermoleculares entre o analito, a FE e a FM, sem a destruicéao

da coluna.
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1.5.1 Parametros Cromatograficos

O desempenho da coluna pode ser determinado pelos célculos dos parametros
cromatogréaficos, como: eficiéncia (expressa em nimeros de pratos por metro — N m™);
fator de assimetria do pico calculado a 10 % da sua altura (As); fator de retencao (k) e

resolucdo entre picos adjacentes (Rs)®'’.

Estes valores sdo obtidos a partir do
cromatograma resultante da separacéo de determinados compostos, como visualizado na

Figura 7.

Figura 7 - Cromatograma e suas informagdes cromatograficas.

onde tg é 0 tempo de retencdo do analito, At a diferenca entre os tempos de retencéo para
dois compostos, wy 0 valor da largura do pico medido a meia altura, wy, € a largura do pico
medido a linha de base entre as tangentes tracadas lateralmente ao pico®.

O tempo de retencao de um soluto (tg) é definido como o tempo que o composto fica
retido no sistema cromatografico, medido desde o momento da injecdo até o ponto maximo
do pico. O tempo de retardamento ou o tempo de retencdo de um composto nao retido
pela FE (tv), em CLAE-FR, normalmente € medido para a uracila. O tempo que um
composto permanece retido na FE (t'r) pode ser obtido pela diferenca entre o tempo total
gasto pelo composto no sistema cromatografico e o tempo em que ele se encontra na FM,
t'rR = tr - ty € € denominado de tempo de retencao ajustado. O fator de retencao (k) de um
composto fornece informagcdes a respeito da hidrofobicidade da FE e do grau de
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recobrimento do suporte cromatografico. O fator de retencao pode ser calculado pela razao
do tempo que o composto se encontra retido na FE pelo tempo que ele esta presente na
FM, como sugere a Equacdo 1%'. Idealmente, os valores de k devem ficar entre 1,0 e
10,0.

k= —— |=— Equagéo 1

A resolucao (Rs) expressa a separacao entre dois compostos adjacentes. O valor de
Rs é determinado de acordo com a Equagéo 2.

Rs =1,17| ——— Equacao 2

onde os indices 1 e 2 se referem aos picos adjacentes no cromatograma. Valores de Rs
acima de 1,5 apontam uma boa separacdo dos compostos, pois € um indicativo de
ocorréncia de separacdo até a linha de base'”’.

Uma outra medida da separagdo de dois componentes consecutivos é o fator de
separacao, a. Ele é calculado pela razao entre os respectivos fatores de retencéao que, por
sua vez, sao relacionados aos tempos de retencao ajustados, Equacao 3.

"R
2- 2 Equacgéo 3
k t

1 R

=~

o =

Um outro termo, retencado relativa rig, envolve a razdo dos tempos de retengao
ajustados do componente (i) e de um padrao (st), respectivamente. A retencao relativa é
também usada para identificacdo de substancias que pode ser calculada para quaisquer

picos nos cromatogramas, livre de restricado de serem adjacentes.
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A eficiéncia da coluna cromatografica € medida em termos de numero de pratos
gerados. Um prato pode ser considerado equivalente a uma etapa de equilibrio entre as
duas fases. Quanto maior o numero de pratos, mais equilibrios existirdo e maior sera a

eficiéncia e, portanto melhor a separacgéo. A eficiéncia € calculada através da Equacéao 4.
i 2
N = 5,54(—“} Equacéo 4
w

onde tg € 0 tempo de retencao do soluto e wy, € a largura do pico a meia altura.

Para se ter confianca nos valores de numeros de pratos deve-se calcular o fator de
assimetria de um pico (As) a 10 % de sua altura. Este é um parametro que permite avaliar
o grau de interacdo entre o suporte cromatografico e os compostos que se deseja separar.
O fator de assimetria é calculado de acordo com a Figura 8. O fator de assimetria deve
estar compreendido na faixa de 0,9 a 1,2 sendo que valores de até 2,0 sdo aceitos®. A
Equacao 5 é usada para calcular o fator de assimetria.

_CB Equagdo 5
As= AC

I 10 % da altura do
pico

Figura 8 - Medida e calculo do fator de assimetria.

O fator de alargamento (TF), equacao 6, também é usado por alguns softwares para

o calculo da simetria do pico. A partir do cromatograma apresentado na Figura 8, pode-se
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calcular a 5% da altura do pico os termos AB e AC descritos abaixo para ser obtido o valor
de TF.

_AB
2x AC

Equacéo 6

onde AB € a largura do pico a 5% da altura e AC € a largura correspondente ao tempo do
inicio do pico, medido a 5% de altura, até o tempo de retencgéao.

Os critérios de aceitacao para os parametros cromatograficos avaliados de acordo

com US-FDA, estdo descritos na Tabela 117480,

Tabela 1: Pardmetros cromatograficos de conformidade do sistema.
Parametros cromatograficos Critérios de aceitacao
Fator de retencao (k) O pico deve estar bem separado de outros picos

e do pico correspondente ao tempo de retencao
de um composto nao retido ty, 1 > k> 10

Resolucao (Rs) Rs > 1,5 entre o pico de interesse e o interferente

potencial mais préximo (impureza, produto de

degradacao)
Fator de alargamento (TF)* TF<2
Numero de pratos Em geral deve ser > 2000 para CLAE

* também pode ser usada a avaliagdo do fator de assimetria As ( 0,8 = As < 2,0)>

A eficiéncia também pode ser calculada através da altura equivalente a um prato H,
podendo ser calculada através da Equacao 7, na qual N corresponde ao niumero de pratos
e L € o comprimento da coluna. A velocidade linear, |, é calculada através da equacgao 8,

onde ty é o tempo de retencao de um composto nao nao retido pela FE.

H :NL Equacgéo 7 Y7, _L Equacao 8

In
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Em um processo de separacéao eficiente, um elevado nimero de pratos é necessario,
para isso um enchimento uniforme é essencial. Isto requer uma coluna recheada com
procedimento bem definido a fim de eliminar variagcdes na porosidade do leito, pois quando
uma coluna cromatogréfica ndo estd uniformemente recheada pode ocorrer aumento no
namero de H.

Segundo Snyder e Kirkland'’, o principal objetivo na separagdo cromatografica é a
obtencao de pequenos valores de H com elevada eficiéncia de separacéo. O valor de H é
menor em colunas recheadas com particulas pequenas, para reduzidas taxas de vazao de
FM; para FM menos viscosa, para separagdes realizadas em maiores temperaturas; e para
moléculas pequenas de soluto.

O valor de H para uma coluna cromatografica também pode ser expresso através da
equacao de van Deemter, Equacao 9. Nessa equacao, u representa a velocidade linear da
FM, e A, B e C sao constantes cinéticas determinadas experimentalmente e que incluem
os efeitos de difusdo turbilhonar, difusdo longitudinal e transferéncia de massa,

respectivamente.

H=A+£+MC Equacéo 9
il

O termo A da Equacdo 9, chamado de difusédo turbilhonar, refere-se aos diversos
caminhos percorridos pelas moléculas de um composto ao atravessarem a coluna
cromatografica. As moléculas que entram ao mesmo tempo na coluna podem ser eluidas
em diferentes tempos, ocasionando alargamento do pico cromatografico.

O segundo termo da equacdo de van Deemter B estd relacionado a difusdo
longitudinal, na qual o soluto difunde do centro de maior concentragéo do pico para regides
mais diluidas. O efeito se torna mais pronunciado quando aumenta o tempo de residéncia
do soluto na coluna. Quanto mais rapido a vazao da FM, menor o tempo que o soluto fica
na coluna e ocorre menor alargamento difusivo.

A transferéncia de massa, referente ao terceiro termo da Equacéao 9, é proveniente do
limite de tempo necessario para o soluto estar em equilibrio entre as fases moével e
estacionaria. A transferéncia de massa € reduzida quando a espessura da FE que recobre
0 suporte & menor, pois diminui o tempo para o soluto se difundir mais rapido a partir de
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profundidades mais distantes da FE para dentro da FM. Quanto maior for o tamanho da
particula da FE e mais viscosa for a FM, maior serd a velocidade de transferéncia de
massa.

O H fornece uma interpretagédo fisica simples dos efeitos de dispersao axial e de
resisténcia a transferéncia de massa sobre o desempenho da coluna. A Figura 9 apresenta
uma curva hipotética da variagdo de H com a velocidade linear da FM (u). A curva
representa, na pratica, um modo de selecionar a vazdo Otima de uma corrida
cromatografica. Na Equacdo 9 o primeiro termo, representado pela curva A, é
independente da velocidade superficial. A dispersdo devido a transferéncia de massa
incompleta é uma fungdo linear de p e é representada pela curva C. A dispersao
longitudinal é inversamente proporcional a velocidade linear e é representado pela curva B.
A curva superior representa o perfil resultante de H versus p. Esta curva apresenta um
valor minimo para altura dos pratos (Hminimo) @ Uma dada velocidade linear étima (Mstimo)-
Abaixo desta velocidade, H é fortemente dependente dos efeitos de difusdo (termo B) e a
altas velocidades é fortemente dependente do termo de transferéncia de massa (termo
C)°'.

H=A+B/u+Cpu

\

Hminimo
\ A
& Bl

u

o6timo

u (cm/min)

H (cm)

Figura 9 — Curva de van Deemter hipotética, mostrando a variacao entre a altura de

prato (H) com a velocidade linear da FM (p).
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1.5.2 Testes de avaliacao cromatografica

Os métodos fisico-quimicos empregados na avaliacao das FE se fazem necessarios
para um melhor conhecimento das caracteristicas superficiais destas fases, porém,
embora relevantes, sao insuficientes para a pratica cromatografica. Complementando,
testes empiricos simples e de carater universal foram desenvolvidos para avaliar e
especificar interagcdes discretas entre os compostos de interesse, a FE e a FM.

Os testes de avaliacao cromatografica permitem a comparagédo das propriedades de
eficiéncia, retencdo, hidrofobicidade, seletividade estérica, atividade silanofilica,
capacidade de troca i6nica e habilidade de formar ligagdes de hidrogénio de uma
determinada fase em relacdo a uma outra em especifico, ou, em relagdo aos valores
encontrados na literatura.

Os testes cromatograficos mais conhecidos e frequentemente empregados foram
sugeridos por Engelhardt e Jungheim®, Tanaka e colaboradores® e Neue et al.>*, que,
além da simplicidade e da possibilidade de comparar FE aparentemente idénticas, também
contribuem para um entendimento mais detalhado da retencédo e seletividade em CLAE-
FR. Estes autores propuseram misturas testes bastante simples, que, quando analisadas
em fases méveis adequadas, fornecem informacdes relevantes sobre as propriedades e a
conveniéncia analitica da FE.

Além das misturas testes citadas acima, neste trabalho, as colunas foram avaliadas
cromatograficamente com base na separacdo dos compostos de duas misturas testes
comumente empregadas no Laboratério de Cromatografia Liquida do Instituto de Quimica
da Unicamp (Labcrom). A primeira mistura, constituida de compostos neutros de
polaridades variadas (uracila, benzonitrila, benzeno, tolueno e naftaleno) foi empregada
para avaliacdo da seletividade e hidrofobicidade das FE. A segunda mistura, constituida
por compostos acido, basico e neutros (uracila, fenol, N,N-dimetilanilina, naftaleno e
acenafteno) foi empregada para avaliagdo da interacdo dos analitos, principalmente
basicos, com o suporte cromatografico. Estas informacbées sdo obtidas pelo tempo de
retencéo e pelo fator de assimetria de pico destes compostos.

1.5.2.1 Mistura teste de Engelhardt

A mistura teste de Engelhardt Jungheim® é constituida de compostos com
estruturas e propriedades quimicas diferentes que sao uUteis na avaliacdo cromatografica
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de uma FE. Os compostos que compdem a mistura sdo: uracila, anilina, fenol, N,N-
dimetilanilina, tolueno e etilbenzeno.

A partir do fator de separacéo entre os compostos etilbenzeno e tolueno avalia-se a
hidrofobicidade da coluna. Este valor é obtido pela razdo entre os fatores de retencéo do
etilbenzeno e do tolueno (oicHz = Ketilbenzeno / KTolueno), que diferem entre si por um grupo CHo,
também denominada de seletividade metilénica. O valor de ocye fornece informacdes a
respeito da hidrofobicidade das FE. Outra avaliacao obtida com a mistura de Engelhardt é
a atividade silanofilica. A atividade dos silandis residuais pode ser medida pelo fator de
assimetria do pico da N,N-dimetilanilina a 10 % de sua altura e também pela ordem de
eluicdo dos compostos basicos (anilina e N,N-dimetilanilina). Segundo Engelhardt e
Jungheim®?, em uma coluna com baixa atividade dos silanéis residuais, a anilina deve eluir
antes do fenol e a N,N-dimetilanilina deve ser eluida antes do tolueno. Além disso, a razédo

entre os fatores de assimetria para o pico da anilina e do fenol deve ser inferior a 1,3°.

1.5.2.2 Mistura teste de Tanaka
A mistura teste elaborada por de Tanaka e colaboradores®® é muito dtil na avaliagdo
da qualidade da FE. As principais propriedades da FE avaliadas com estas misturas foram:

o Hidrofobicidade ou seletividade hidrofdbica (ccn2): Medida pela razao dos fatores de
retencdo do pentilbenzeno e do butilbenzeno, ocHe = kes / kes. Esta € uma medida do
recobrimento superficial da fase, pois a seletividade entre alquilbenzenos, diferenciados
por um grupo CH,, é dependente da quantidade de polimero imobilizado.

o Seletividade estérica (or0): Medida pela razdo entre os fatores de retencado do
trifenileno e da o-terfenila, or0 = kr / ko. O ar/0 € uma medida da seletividade estérica, a
qual é influenciada pelo espacamento dos ligantes e também pela funcionalidade do
polimero.

o Capacidade de ligacao de hidrogénio (ocp): Esta propriedade é obtida pela razao
entre os fatores de retencao da cafeina e do fenol, ocpe = k¢ / kp. O ocp € uma medida do
namero de grupos silandis disponiveis para formarem ligagcdes de hidrogénio com os

constituintes da amostra.
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o Capacidade de troca ibnica total (o pH 7,6): Propriedade medida pela razao entre
os fatores de retengédo da benzilamina e do fenol, ogpr pH 7,6 = kg / kp. O valor obtido é
uma estimativa da atividade silanofilica total da FE.

o Capacidade de troca ibnica em meio acido (agp pH 2,7): Propriedade medida pela
razao entre os fatores de retencao da benzilamina e do fenol, agp pH 2,7 = kg / kp. O valor

obtido € uma estimativa da acidez dos grupos silanéis residuais.

1.5.2.3 Mistura teste de Neue

A mistura teste de Neue et al.*

€ constituida pelos compostos uracila, usado para
determinar o tempo de retencdo de um composto ndo retido na FE, naftaleno e acenafteno
como compostos hidrofébicos para avaliar a eficiéncia da separacdo e o cloridrato de
propranolol e cloridrato de amitriptiina como compostos basicos. Esses dois ultimos
compostos sao de importancia industrial, muito utilizados em medicamentos, sendo que a
amitriptilina apresenta pka > 9,4. Os compostos altamente basicos podem interagir com os
grupos silandis residuais presentes na superficie da silica modificada, resultando em picos
com tempos de retencao elevados e assimeétricos. Dessa forma, a mistura teste de Neue é
muito 0til na avaliagdo e comparacdo de FE quanto a presenca de silandis residuais e

também com relacdo a eficiéncia de separagao.

1.5 Estabilidade

As FE com suporte de silica sdo geralmente estaveis no intervalo de pH entre 2 a 8.

Muitos dos métodos encontrados nas farmacopéias®>*>°°

descrevem condi¢des
cromatograficas com pH nos extremos da faixa de estabilidade da silica. Nessa faixa de
pH, as FE utilizadas em FR apresentam uma vida util da coluna reduzida. Outra questao
relevante é com relacdo a separacao de compostos basicos que podem ter sua separacao
prejudicada pela interacdo com os silandis residuais presentes na FE. A pesquisa
envolvendo novas FE com grupo polar embutido tem buscado FE que apresentem melhor
estabilidade frente a FM tamponada e separagbes mais eficientes para compostos
basicos®. A estabilidade das FE quimicamente ligadas, com suporte de silica, esta

relacionada com a pureza da silica em relagdao a presenca de metais, com o tipo da fase
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usada e somada a isto, com as condicbes cromatograficas da separacao (pH,
concentragao de tampao na FM e a temperatura de separagao).

A vida util de uma coluna esta relacionada com os cuidados técnicos relacionados a
analise, com os tipos de compostos a serem separados, tipo de matriz e condi¢cdes
cromatograficas. Em diversas ocasides, quando é percebido que uma coluna apresenta
baixa eficiéncia de separacao para um dado composto, verifica-se se foram tomadas as
devidas precaucbes e cuidados basicos no uso da coluna, como, por exemplo, passar
agua para retirar os resquicios da FM tamponada, estocar a coluna no solvente original de
enchimento e se foram evitadas alteragéo no sentido de fluxo da FM, uso de temperatura e
de vazles elevadas. Todos esses fatores isoladamente ou unidos podem causar, além da
solubilizacao da silica, a perda de eficiéncia, reducao no fator de retengao, diminuicdo da
resolucdo e aumento do fator de assimetria. Em outras ocasioes, quando as condi¢cdes
acima sao bem estabelecidas e atendidas, faz-se necessario uma avaliagcdo da
estabilidade da coluna devido a FE usada no recheio. Ha alguns procedimentos descritos

na literatura para avaliagdo da coluna®”*®

e, neste trabalho, optou-se pelo uso da mistura
teste de Neue™ por conter um conjunto entre FM e mistura de compostos, que permitem

avaliar as propriedades da FE Si-C8-uréia.

2. Importancia da Analise de Farmacos

2.1 Avaliacao do mercado farmacéutico

O setor farmacéutica brasileiro vem a cada ano ocupando posi¢do de destaque na
area produtiva do pais. Atualmente, ha um grande investimento na area farmacéutica em
comparagdo com outras &reas da industria nacional. A tendéncia das industrias
farmacéuticas em direcdo a maiores investimentos comecou em 1999, com a promulgacao
da Lei dos Genéricos, Lei n® 9.787, quando ocorreu 0 maior crescimento das empresas
nacionais. Os genéricos sao cépias de medicamentos inovadores, cujas patentes ja
expiraram.

O mercado mundial de genéricos cresce aproximadamente 17% ao ano e movimenta
cerca de US$ 80 bilhdes, com crescimento previsto para 2012 em torno de US$120
bilhdes. No mercado mundial, os Estados Unidos tém especial destaque, com vendas de
genéricos da ordem de US$ 33 bilhdes™.
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A consultoria IMS-Health (Servicos de Marketing Intercontinental-Saude) informou
que o mercado global farmacéutico devera movimentar em 2010 entre US$ 820 bilhdes e
US$ 830 bilhdes, um crescimento de 4% a 6% em relagdo a 2009. Nos Ultimos cinco anos,
as vendas globais das industrias cresceram cerca de 40%. A expectativa é que até 2013 o
mercado brasileiro cresca entre 8% e 11%. O Brasil devera ficar em 82 posicdo no
mercado global farmacéutico nos proximos trés anos, avangando uma posi¢ao no ranking
comparado a 2003. As politicas dos governos a favor dos produtos genéricos e a expiracao
de patentes de remédios de marca sdo alguns dos fatores responsaveis por esse avango®.

O mercado de medicamentos genéricos registrou crescimento de 19,4% em 2009. As
empresas do setor comercializaram 330,9 milhées de unidades frente as 277,1 milhdes
comercializadas no ano anterior. As vendas do produto movimentaram R$ 4,5 bilhdes no
periodo, o que representa alta de 24% em relagao a 2008, quando as vendas somaram R$
3,6 bilhdes. Esses numeros mostram que o mercado de genéricos cresceu 2,3 vezes
acima da média do mercado farmacéutico total em unidades em 2009. No ano passado, o
conjunto da industria farmacéutica brasileira comercializou 1,769 bilhdo de unidades de
medicamentos no periodo contra 1,634 bilhdo em 2008, o que representa alta de 8,2%°". A
Figura 10 apresenta o grafico da evolu¢cao de mercado de genéricos no Brasil entre o0 més
de Janeiro de 2009 a dezembro do mesmo ano®'.
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Fonte: IMS Health
Figura 10 — Evolugdo do mercado de genéricos no Brasil de outubro de 2009 a setembro

de 2010, comparado aos Estados Unidos (Adaptado®').
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Entre as areas de investimento no ramo das industrias farmacéuticas, o setor de
pesquisa e desenvolvimento (P&D) tem recebido amplo investimento tanto do Governo
Federal, através de projetos, quanto de recursos das préprias empresas. Este setor é
responsavel pelo langamento de novos genéricos no mercado farmacéutico, sendo
essencial no crescimento da empresa.

Os resultados de uma pesquisa realizada no primeiro semestre de 2008 pela
Federacao Brasileira da Industria Farmacéutica (Febrafarma) mostram que, de 2006 para
2007, os investimentos em P&D das empresas nacionais cresceram 68%, enquanto os das
multinacionais cresceram 11%. A pesquisa constatou que as companhias planejavam
investir R$ 1,72 bilhdo até o final de 2008, 14,8% a mais do que em 2007. O estudo
estimou que R$ 505,26 milhdes seriam destinados a P&D, um aumento de 30,08% em
relacdo a 2007 e de 67% em comparacdo com 2006%. Os recursos para P&D iriam para
pesquisa clinica e inovagdo, com foco incremental basicamente em projetos para
modificacées de substancias ja conhecidas, buscando maior eficacia ou seguranca. As
empresas farmacéuticas nos Estados Unidos e nos paises europeus investiram, em média,
20% de seu faturamento em P&D. No Brasil, esse numero foi de 5,3% no ano de 2009,

quando o faturamento da indUstria farmacéutica somou R$ 28,12 bilhdes®®.

2.2 Analise de Farmacos

A analise de medicamentos, realizada nos laboratérios das industrias farmacéuticas
bem como em laboratérios do governo como o Instituto Adolfo Lutz, referéncia nacional em
avaliacdo de medicamentos, tem o intuito de avaliar e garantir a qualidade do produto que
esta sendo colocado a disposicao da populacao.

A falsificacao e a adulteracao de medicamentos tém sido divulgadas constantemente
pela midia brasileira. E comum ouvir dizer que foi encontrada uma empresa de “fundo de
quintal” que manipulava medicamento sem autorizagdo da Secretaria de Vigilancia
Sanitaria ou que foi encontrado um caminhdo cheio de medicamentos roubados. Estas
adulteracées podem ser desde a substituicdo do farmaco por placebos e por outros
compostos, ndao comuns a formulacdo, até alteragdo do rétulo e embalagens primarias e
secundarias do medicamento. Este tipo de adulteracdo é muito comum em farmacias de
manipulacdo nado idéneas. Markman et al®* avaliaram a conformidade farmacopeica de

capsulas de sinvastatina manipuladas em farmacias das cidades de Sao Paulo e de
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Campinas e verificaram que, entre as amostras analisadas, 18 apresentaram o ensaio de
dissolucéo insatisfatorio e 15 amostras foram insatisfatérias no ensaio de uniformidade de
conteudo.

O setor de anélises de um laboratorio de pesquisa analitica e controle de qualidade
dispbe de diversas tecnologias para avaliar a qualidade dos medicamentos, desde a
preparacao da amostra, por exemplo, em um sistema liquido-liquido, para separar um
composto mais soluvel em determinado solvente, até a deteccao e quantificacdo de
impurezas em equipamentos avancados como o cromatégrafo a liquido acoplado ao
espectrdmetro de massas®’.

No Brasil, alguns produtos farmacéuticos sao analisados por metodologias analiticas,

contidas nos compéndios oficiais®>°°-%°

, que ndo apresentam seletividade adequada para
identificar e quantificar os compostos de degradacao e impurezas provenientes da sintese.
Alguns farmacos possuem impurezas, oriundas da sintese ou da degradacgéao do farmaco,
quando exposto as condicoes de estresse, as quais algumas das metodologias descritas
nas farmacopéias nao sao capazes de quantificar. Os métodos titulométricos ndo devem
ser usados nestes casos, pois ndo apresentam seletividade para analise do composto de
interesse.

Os compéndios oficiais descrevem métodos analiticos para andlise de farmacos que
devem ser praticos, rapidos e que atendam a rotina de um laboratério de controle de
qualidade. Na industria farmacéutica brasileira sdo usados principalmente os métodos
potenciométricos, espectrometria de absorcao no UV-VIS, espectroscopia de absor¢cédo no
infravermelho préximo e médio, eletroforese capilar, cromatografia a gas (CG) e
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Entre eles, a CLAE tem sido o0 método mais
utilizado pelas industrias farmacéuticas por ser rapido, preciso e seletivo, capaz de separar
e detectar o composto ativo dentre muitos outros presentes na formulacdo®’.

Os detectores mais usados em CLAE sdo os de absorcdo no ultra-violeta,
eletroquimico, arranjo de diodo, fluorescéncia e espectrometria de massas®’. A CLAE com
a utilizacao do detector por espectrometria de massas é dita uma técnica universal e tem
sido amplamente empregada tanto em instituicdes publicas e centro de pesquisa como nos
laboratérios de P&D das industrias farmacéuticas. Os demais detectores sdo amplamente
usados nas industrias, sendo o detector por arranjo de diodos o mais utilizado para a area
de desenvolvimento analitico, por permitir a aquisicdo dos dados nas regides do
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ultravioleta e visivel, além de fornecer a pureza do pico e informagdes qualitativas e
quantitativas.

Como exemplo de classe de farmacos analisados, pode-se citar o0s
benzodiazepinicos que sdo compostos que possuem uma estrutura quimica comum com
dois anéis aromaticos e um anel heterociclico. Esses compostos, na forma de substancia
pura, sao determinados, em sua grande maioria, por métodos potenciométricos.
Entretanto, quando o composto é analisado em produtos farmacéuticos, o método
potenciométrico ndo é seletivo o bastante, pois responde a varios excipientes contidos na
formulacdo. Nesse caso, a utilizagdo de cromatografia € uma alternativa eficiente para
separar 0os compostos de interesse a partir de uma matriz complexa. Os métodos
existentes nas farmacopéias, para determinacao do teor desses compostos, descrevem
condicoes e colunas cromatograficas que, algumas vezes, ndo atendem ao requisito da
rotina de andlise de um controle de qualidade da indUstria farmacéutica®®. Esses métodos
mencionam o uso de FR sem qualquer tipo especial de tratamento para minimizar a
interacdo com os silandis residuais. Como os benzodiazepinicos sdo compostos basicos
que tém a separacao por CLAE em fase reversa dificultada pela forte interacdo com os
grupos silandis residuais € de extrema importancia a utilizacdo de uma FE que minimize
essas interacoes. A interacdo dos farmacos com o grupo silanol residual pode ocasionar
uma retengdo com alargamento de pico, reduzindo a eficiéncia da separagao e o tempo de

vida util da coluna.

3. Desenvolvimento de Métodos e Validacao

No desenvolvimento de uma nova metodologia analitica por CLAE devem ser
consideradas as questbes ja discutidas no item 1.2. Considerando que no presente
trabalho foi utilizada a coluna contendo a FE Si-C8-uréia, inicialmente foi feito um estudo
da separagdo dos farmacos avaliando os parametros de conformidade®'”***° fator de
retencéo (k), resolugcao (Rs), fator de separacao (a), fator de alargamento (TF) e nimero
de pratos (N) obtidos em separagdes isocratica e por gradiente, para selecionar as
melhores condi¢gdes cromatograficas de separacdo. Para que seja obtida uma melhor
condicdo de separacdo, os seguintes itens devem ser avaliados no desenvolvimento*'”¢°:
e composicdo da FM: adicdo de tampao em diferentes concentracdes, tipos e

proporcdes; alteragdo de modificadores organicos;
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e tipo de eluicdo: isocratica ou gradiente;

e método de quantificacao: padronizacao externa, interna, adicao por padrao

e estudo de diferentes matrizes: sélida, semi-sélida e liquida;

e temperatura da coluna;

e volume de injecédo no sistema CLAE;

e comprimento de onda de melhor absorgcédo, com pureza de pico adequada;

Outros fatores importantes que devem ser considerados no desenvolvimento do
método sdo os problemas relacionados ao cromatograma como picos assimétricos ou
alargados, picos artefatos, picos negativos, variacdo do tempo de retencédo, reacdes
quimicas durante a separacdo resultando em anomalias®®. Geralmente esta distor¢ao do
pico ira acarretar em baixa resolucdo e até em coeluicées indesejadas, comprometendo o
método proposto. Estas ocorréncias no cromatograma podem estar relacionadas, por
exemplo, ao uso de uma coluna ndo adequada, a existéncia de sitios secundéarios de
retencdo ou mais fortemente retentivos, solvente com forca inadequada para a amostra,
sobrecarga de amostra e tampdes inadequados®-°.

A partir das caracteristicas e propriedades da amostra, as demais partes integrantes
para a realizacao da analise sdo determinadas para a otimizacdo das condicdes analiticas.
Alguns questionamentos a respeito da amostra devem ser feitos. Por exemplo, para o
desenvolvimento de métodos para andlise de farmacos na industria farmacéutica é
necessario saber qual solvente ou mistura deles sera usado para solubilizar a amostra;
qual a estabilidade da amostra; qual o tipo do meio ou matriz em que a amostra esta
presente: liquido (xarope, solucdo, suspensao), sélido (comprimido, capsulas) e semi-
sélidos (pomada, creme e gel); qual a concentracdo do composto de interesse na amostra;
quais os procedimentos que devem ser usados na extracdo do composto ativo; quais as
membranas filtrantes que nao retém o ativo; qual a faixa de absorcdao do composto de
interesse; qual o valor de pKa ou pKb do analito, solubilidade, volatilidade, polaridade’" e
quais as propriedades do analito que permitem escolher o tipo de detector a ser usado.
Ainda com relacao a amostra, a selecdo adequada de uma técnica de preparo de amostra
é um fator chave na obtencdo de resultados confidveis e exatos’'. Esta escolha, depende
das condicdes ja descritas, entretanto, para matrizes complexas como fluidos biolégicos,
matrizes naturais como extrato de plantas e produtos farmacéuticos em que o ativo esta

em baixa concentracdo, como as vitaminas em produtos de suplemento vitaminico e
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mineral, faz-se necessario o uso de técnicas de extracdo diferenciadas. A extracdo em
fase sélida (EFS) € uma técnica que tem auxiliado no desenvolvimento de métodos para
extracdo dos ativos dessas matrizes complexas por apresentar vantagens como menor
consumo de solvente, facilidade de automacéo, menor geracado de residuos, capacidade
do aumento da concentragdo do analito e disponibilidade de diversos sorventes’'. Apesar
dos cartuchos apresentarem alto custo e, em algumas analises, o tempo de preparo ser
elevado e também a faixa de recuperacio estar no intervalo de 70-120%’", sendo que para
analise de produto farmacéutico o recomendado é de 90-110%, a EFS ainda é uma
alternativa pratica para os problemas relacionados a matriz complexa.

Em se tratando de matéria-prima pura e também de produtos farmacéuticos que
passarao pelo estudo de estabilidade acelerada, é importante salientar a necessidade de
verificar interferentes como impurezas, oriundas da propria sintese do composto,
conhecidas como compostos relacionados e de produtos de degradacao, originados de

rotas de degradacéo &cida, basica, oxidativa, térmica e fotolitica’.

3.1 Validacao

Algumas verificagbes precisam ser realizadas para garantir que as caracteristicas de
desempenho de um método sejam entendidas e para mostrar que o método seja
cientificamente coerente, sob as condicdes nas quais ele deve ser aplicado. Essas
verificacbes sao conhecidas como validacdo. A validacdo do método assegura a
credibilidade do mesmo quando ele é colocado em uso na rotina de um laboratério, pois
passa por uma avaliagdo sisteméatica do procedimento analitico para estabelecer as reais
condicoes nas quais deve ser aplicado e que suas caracteristicas de desempenho séo
capazes de produzir resultados correspondentes as necessidades do problema
analitico®®737®,

A validacao do método inicia com a criacdo do protocolo de validagdo, no qual é
descrito o planejamento da estratégia analitica, etapas de anélise e especificagcdes. Na
area farmacéutica, as validagdes sdo conduzidas conforme o que preconiza a Resolucéao
da ANVISA RE n® 899, de 29/05/2003™ e os guias ICH Q2A”” e Q2B"®. O documento do
INMETRO DOQ-CGCRE-008, de margo/2003”° também é usado como referéncia.

No Brasil, para registro de um medicamento genérico, € exigido por parte da ANVISA,
além de outros documentos e testes, a validacdao da metodologia analitica seguindo os
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parametros descritos na RE 899/03"* e a validacdo parcial 8% desta metodologia pelo
Centro de Equivaléncia Farmacéutica, certificado por esse mesmo 6rgao publico.
Entretanto, na validacdo parcial ndo sdo exigidos todos os parametros avaliados na
validacdo. Os parametros necessarios sao os itens: linearidade, intervalo linear, precisao,

exatidao e especificidade.

A Tabela 2 apresenta as principais figuras de mérito a serem avaliadas na validacao

de métodos e os critérios de aceitagao’”.

Tabela 2 — Figuras de mérito e critérios de aceitacdo estudados na validacdo’.

Figuras de Mérito

Critérios de aceitacao

Especificidade / Nenhum pico deve eluir no tempo de retencéo do
Seletividade composto em estudo. O pico do composto devera ter
elevada pureza.
Linearidade Coeficiente de correlagdo maior que 0,99 para a curva
analitica
Intervalo Informativo
Preciséao O DPR das seis determinacées no mesmo dia devera ser
menor que 5,0 %
Exatidao A recuperacao devera estar entre 98,0 % a 102,0 % para

cada concentracdo avaliada (3 niveis)

Limite de Deteccao

Informativo

Limite de

Quantificagédo

Informativo

Estabilidade O teor da solugao avaliada devera estar entre 98,0 a 102,0
% em relagdo ao teor inicial da solugao.
Robustez Aceitacdo dos parametros cromatograficos para as

alterac6es e avaliagdo do teor entre a condicao alteradas e

a controle.

Um parametro que na esta descrito na resolucdo da ANVISA™ é a interferéncia de

membranas filtrantes na retencdo de compostos, mas que apresenta significativa
importdncia no preparo da amostra. A interferéncia de filiro é realizada para avaliar o
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processo de filiragdo, a fim de evitar possiveis entupimentos da coluna e, principalmente,
verificar se a filtragdo est4 retendo o analito de interesse®®%. Neste parametro, o teor da
solucao filtrada em membrana de 0,45 um ou 0,22 ym é comparado com teor obtido com a
solucao centrifugada. A recuperacao entre os dois processos deve estar entre 98,0 % a
102,0 %.

Os principais parametros ou figuras de méritos, informados na Tabela 2 sao

discutidos individualmente a seguir’®8,

3.1.1 Especificidade e Seletividade

A seletividade de um método refere-se ao seu poder de determinar um analito
especifico numa mistura complexa sem a interferéncia de outros compostos. Ela avalia o
grau de interferéncia de espécies como outro ingrediente ativo, excipientes, impurezas,
produtos de degradacao e de outros compostos.

Segundo a ANVISA’, para a analise qualitativa (teste de identificacdo) é necessario
demonstrar a capacidade de selecdo do método entre compostos com estruturas
relacionadas que podem estar presentes. Isto deve ser confirmado pela obtencdo de
resultados positivos (preferivelmente em relagdo ao material de referéncia conhecido) em
amostras contendo o farmaco, comparativamente com resultados negativos obtidos com
amostras que nao contém o farmaco, mas compostos estruturalmente semelhantes. Com
relacdo a analise quantitativa (teor) e andlise de impurezas, a especificidade pode ser
determinada pela comparacdo dos resultados obtidos de amostras (farmaco ou
medicamento) fortificadas com quantidades apropriadas de impurezas ou excipientes e
amostras nao fortificadas, para demonstrar que o resultado do teste ndo é afetado por
esses materiais. Quando a impureza ou o padrdo do produto de degradacdo nao
estiverem disponiveis, pode-se comparar os resultados do teste das amostras contendo
impurezas ou produtos de degradagdo com os resultados de um segundo procedimento
bem caracterizado (por exemplo metodologia farmacopéica ou outro procedimento
validado). Estas comparagdes devem incluir amostras armazenadas sob condi¢gbes de
estresse (por ex. luz, calor, umidade, hidrélise 4cida/basica e oxidagao).

Na andlise por métodos cromatograficos, devem-se tomar as precaucgdes
necessarias para garantir a pureza dos picos cromatograficos, calculados com auxilio do
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detector por arranjo de diodos ou do espectrometro de massas que sao Uteis para avaliar
se 0 pico cromatografico é atribuido a um s6 componente®*.

Neste contexto, um procedimento que pode ser adotado, baseado na resolucao da
ANVISA®, & avaliar se no cromatograma obtido com o diluente, FM, placebo e placebo
fortificado com outros ativos presentes na formulacdo aparecerem picos de interferentes
que eluam no tempo de retencao do analito de interesse.

Ainda com relagcdo ao estudo da seletividade do método, a ANVISA, através do
Informe Técnico®, e o ICH, através do guia Q3B®® descrevem o procedimento do estudo
de degradacao, que avalia se o método a ser validado apresenta capacidade de separacéo
do composto ativo frente a diversas substancias que poderdo surgir nas condicoes de
degradacao estudadas.

Os produtos de degradacao sao impurezas resultantes de alteracdes quimicas que
surgem durante a sintese do farmaco e/ou armazenamento do medicamento, causados
pela luz, temperatura, pH, umidade, pela reacdo com um excipiente, e/ou pelo contato com
a embalagem primaria®”#®.

O estudo de estresse é realizado submetendo o medicamento, farmaco, diluente, FM

e placebos as condigdes de estresse®®"® descritas na Tabela 3.

Tabela 3 — Condicbes de degradacao e critérios de aceitacdo estudados na

validacdo’*®°.

Condicao Critérios do teste

Aqguecimento 60 °C
Umidade 75% de umidade relativa ou mais

Solucao Oxidativa 3% H20>

Solucéo Acida HCI 0,1 mol L™

Solucéo Basica NaOH 0,1 mol L™
Fotolitica UV-B-fluorescente

O objetivo deste estudo é promover uma degradagao do farmaco em uma faixa de
10% a 30% e nao degradar o farmaco totalmente. Quando a degradacao for menor que
10%, deve-se realizar o estudo em condi¢cdes mais drasticas, como por exemplo,

aumentando a temperatura, tempo de exposicdo ou utilizando solugdes mais concentradas
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de acido, base ou peroxido. Se a degradacao for maior que 30%, deve-se proceder de
forma inversa, ou seja, reduzindo as condicbes de degradacdao. Na auséncia total de
degradacao do composto ap6s 10 dias, o farmaco é considerado estavel.

3.1.2 Linearidade

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentracdo da substancia em exame, dentro de uma
determinada faixa de concentracdo. E obtida através da correlagdo entre o sinal medido e
a concentracao do analito na amostra.

A ANVISA™ recomenda que a linearidade seja determinada pela analise de, no
minimo, cinco concentragdes diferentes. Para a analise de teor a faixa de concentragédo
sugerida é de 80 a 120% da concentragcdao em estudo. Para a analise de impureza a
avaliacdo deve ser realizada do nivel de impureza esperado até 120% do limite maximo
especificado.

A relacao linear é observada inicialmente pelo tratamento matematico de regressao
linear, sendo que o valor minimo aceitavel do coeficiente de correlacao (r), deve ser de
0,99. Comprovada a relagao linear, os resultados dos testes deverdao ser tratados por
métodos estatisticos apropriados para determinacao do coeficiente angular, intersecg¢ao
com o eixo Y, soma residual dos quadrados minimos da regressao linear, residuo e desvio
padrao relativo.

A analise dos residuos revela se a presuncao de normalidade da distribuicdo dos
residuos se confirma; pode revelar se a variancia dos residuos é realmente constante, ou
seja, se a dispersdo dos dados em torno da reta de regressdo € uniforme, se ha ou néo
uma variavel ndo identificada que deve ser incluida no modelo®. Os valores obtidos para
o residuo também mostram se a ordem em que os dados foram coletados (p. ex., tempo
da observacao) tem algum efeito ou se a ordem deve ser incorporada como uma variavel
no modelo e se a presuncao de que os residuos ndo sao correlacionados esta satisfeita.
O residuo (e;) € determinado pela Equacéao 10.

€= Ye- Yy Equacéao 10

onde,
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Y. = valor de y experimental

Y= valor de y obtido da transformag@o matematica

Na plotagem dos residuos € avaliado se os dados atendem as premissas basicas, o
grafico deve mostrar uma faixa horizontal centrada em torno de 0, sem mostrar uma
tendéncia positiva ou negativa®®®'. Se o grafico é aproximadamente linear, pode-se
assumir que os residuos tém distribuicdo normal, os residuos parecem aleatérios, sem
padrao, Figura 11A.

Na andlise do residuo podem ser verificadas alteracdes na distribuicdo dos dados,
indicando que, em alguns casos, o modelo linear nao é o mais apropriado. Na Figura 11B
€ apresentado o grafico de residuos com variancia residual crescente. Se o gréafico dos
residuos mostra uma tendéncia sistematica, positiva ou negativa, significa que uma outra

funcéo (nao linear) deve ser escolhida, Figura 11C.
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Figura 11 — Grafico de residuos: A distribuicdo normal; B varianca residual crescente e C

grafico com tendéncia residual positiva. (Adaptado®)

A partir dos valores da area experimental pode-se calcular a concentracao
experimental e construir o grafico das curvas obtidas experimentalmente e a resultante do
tratamento matematico’. O coeficiente de correlagdo obtido pela regressao linear deste
grafico indica que quanto mais préximo de 1, menor é a diferenga entre os dados

experimentais e teoricos.
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A avaliacdo da proporcionalidade entre a concentragdo e a area é realizada pelo
desvio padrdo relativo das respostas relativas obtidas pela divisdo dos dados dos sinais
pelas respectivas concentracées. Um desvio padrao relativo menor que < 2,0 % tem sido
utilizado na avaliagdo de curvas usadas na linearidade®.

Quanto aos métodos de quantificacdo, os mais utilizados sdo os da padronizacao
externa e da padronizacéao interna. O método de padronizacao externa compara a area da
substancia a ser quantificada na amostra, com as areas obtidas com solucdes de
concentracdes conhecidas, preparadas a partir de um padrdo. Pode-se usar uma unica
solucdo padrdao na mesma concentracdo da solu¢cdo amostra, como na determinacao da
precisdo, ou pode-se preparar solucbes do composto a ser quantificado em diferentes
concentracdes abrangendo a concentragdo da solucdo amostra.

O método de padronizacao interna consiste na preparacao das solucdes padrao de
concentracdes conhecidas do composto de interesse, as quais se adiciona a mesma
quantidade conhecida de uma substancia chamada de padrao interno. A solugdo amostra
também é adicionada a mesma quantidade conhecida do padrao interno. Através de uma
razao entre as areas obtidas pode-se calcular a concentragdo do analito na amostra. O
padréo interno deve apresentar tempo de retencao préximo ao composto de interesse, ser
similar e nao reagir com este composto, além de nao fazer parte da amostra. Este método
€ aplicado quando ha pequenas variacbes no experimento, como temperatura da coluna,
pois a variacao ocorrera tanto na amostra quanto no padrdo, havendo, portanto, uma

correcdo no calculo®.

3.1.3 Intervalo linear — Faixa linear
O intervalo especificado é a faixa entre os limites de quantificagdo superior e inferior
de um método analitico. Normalmente é derivado do estudo de linearidade e depende da
aplicacdo pretendida do método. E estabelecido pela confirmagdo de que o método
apresenta exatidao, precisdo e linearidade adequados quando aplicados as amostras

contendo quantidades de substancias dentro do intervalo”".

3.1.4 Limite de deteccao (LD) e quantificacao (LQ)
O LD é a menor quantidade possivel de ser detectada pelo método analitico sem a
necessidade de exatidao da medida.
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O LQ é a menor concentracao do analito que pode ser determinada com um nivel de
incerteza aceitavel. Pode ser determinado através do método visual, da relacao sinal/ruido
ou da curva analitica.

Os limites de deteccdo LD e de quantificacdo LQ sao expressos em unidades de
concentracao, e sao calculados através das Equacdes 11 e 12, respectivamente, DP,
corresponde a estimativa do desvio padrao do intercepto com o eixo y da curva analitica e

b & inclinacdo da curva™.

_ 3xDP, ;)P“ Equagéo 11 LQO = 10 xDP, XbDP“

LD Equacéao 12

O LQ também pode ser determinado por meio da relacdo sinal/ruido, Equacéao 13,
onde H é a altura do pico e h a altura do ruido da linha de base préoximo ao tempo de
retencdo do pico, Figura 12. Neste caso, determina-se o ruido da linha de base e
considera-se como limite de quantificacdo aquela concentracdo que produza relacéo
sinal-ruido superior a 10:1.

S/R =% Equacéo 13

NYV Y
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Wvu LA AY "vavvv ‘w'\f' v

Figura 12 — Cromatograma exemplificando a relagao sinal-ruido.
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3.1.5 Precisao

A precisdo de um método representa a dispersdo de resultados entre ensaios
independentes, repetidos de uma mesma amostra em iguais condigdes de analise. Na
validacdo de métodos a precisao € expressa através do coeficiente de variagao e avaliada
em diferentes niveis: repetitividade, precisdo intermediaria e reprodutibilidade’ .

A repetitividade ou repetibilidade, como é descrito pela ANVISA™, corresponde aos
resultados obtidos a partir de um mesmo método, em iguais condicdes e dentro de um
pequeno intervalo de tempo, geralmente no mesmo dia. A repetibilidade do método é
verificada por, no minimo, 9 (nove) determinag¢des, contemplando o intervalo linear do
método, ou seja, 3 (trés) concentracdes, baixa, média e alta, com 3 (irés) réplicas cada ou
minimo de 6 determinacdes a 100% da concentracao do teste. O valor maximo aceitavel
deve ser definido de acordo com a metodologia empregada, a concentracdo do analito na
amostra, o tipo de matriz e a finalidade do método, ndo se admitindo valores superiores a
5%

A precisdo intermedidria representa o efeito de algumas variagdes no proprio
laboratério devido a realizagdo das analises em diferentes dias, analistas e equipamentos.
Normalmente para métodos que quantificam compostos em quantidades maiores é usada
a especificacdo de CV < 5,0%, entretanto, métodos estatisticos de hipotese devem ser
usados para garantir que os resultados nao apresentam diferenga estatistica significativa.
Para tal finalidade podem ser usados os testes de significAncia por comparacdo das
médias das duas precisdes, teste t, ou a partir da comparacao dos desvios padrao, teste
F,

Os testes de significAncia sdo usados para avaliar dados experimentais € no exemplo
da avaliacdo da precisao intermediaria, se a diferenca entre dois resultados € significativa.

Para o teste de comparacao de duas médias, tém-se duas médias amostrais X; e Xz
e, segundo o teste, adota-se a hipbétese nula de que as duas médias apresentam o mesmo
resultado, sendo necessario testar se a diferenca entre as medias é significativamente
diferente de zero ou néo, no nivel de confianca de 95,0%.

Se as precisoes intradia e interdia apresentam estimativas de desvio padrao absoluto,
Equacdo 14, que nado sao significativamente diferentes, uma estimativa associada do
desvio padrao, Equacao 15, pode ser calculada a partir das duas estimativas de desvios
padrao si e sp, conforme equacgdes 14 e 15.
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\/Z e _I) Equacéo 14

$2 = [(n1 - l)sl2 + (n2 - l)szz]

Equacédo 15
(”1 +n, - 2) A

A partir da estimativa do desvio padrao pode-se determinar o valor do “t de Student”,
Equacéo 16, onde t apresenta ny + n, graus de liberdade. O valor obtido em mddulo é
comparado com o valor de t tabelado. Se o valor de t observado for menor que o valor de t
tabelado, a hip6tese nula € aceita e, desta forma, pode-se concluir que as médias nao

diferem significativamente.

t = (x_l _ Z) Equagao 16
1

Para testar no mesmo método analitico, 0 quanto a precisao intradia difere da
precisdo interdia, pode ser utilizado um teste bi-caudal, conhecido como teste F**%* no
qual sdo comparadas as estimativas de desvios padrdo. O teste F considera a relagdo de
variancas de duas amostras, isto é, a relagdo dos quadrados das estimativas do desvio
padrdo. A quantidade calculada (F) pode ser obtida conforme a Equagdo 17, na qual os
parametros sdo colocados na equacao de tal forma que F € sempre = 1. A hipbtese nula
adotada € que as populacées de onde as amostras sdo tomadas sdo normais e que as

variancas das populag¢des sao iguais.
F = — Equacéo 17

Se a hipétese nula for verdadeira, entdo a relagcdo de variancas deve ser muito
proxima de 1. Valores diferentes da unidade, entre a razdo das variangas, ocorrem devido

as variacdes aleatérias, mas se a diferenca é elevada, ela ndo pode ser atribuida a esta

Tese de Doutorado 44



causa. Caso o valor calculado de F exceder um determinado valor critico entdo a hipotese
nula deve ser rejeitada. Este valor critico de F depende do tamanho de ambas as
amostras, do nivel de significancia e do tipo de teste executado.

A reprodutibilidade é avaliada pela concordancia entre os resultados obtidos em
laboratérios diferentes como em estudos colaborativos, geralmente aplicados a
padronizacao de metodologia analitica, por exemplo, para inclusdo de metodologia em
farmacopéias. Estes dados nado precisam ser apresentados para a concessdo de

registro’* de medicamentos na ANVISA e ndo serdo avaliados nesta pesquisa.

3.1.6 Exatidao

A exatiddo representa o grau de concordancia entre os resultados individuais,
encontrados em um determinado ensaio e um valor de referéncia aceito como
verdadeiro’*"®7°,

A exatidao do método deve ser determinada apds o estabelecimento da linearidade,
do intervalo linear e da especificidade do mesmo, para que se possa considerar como a
eficiéncia do método varia em fungédo da concentragdo. Na maioria dos casos, a dispersao
dos resultados aumenta com a diminuicdo da concentracédo e a recuperacao pode diferir
substancialmente a altas e baixas concentragées’®.

A exatidao é calculada como porcentagem de recuperacao da quantidade conhecida
do analito adicionado ao placebo, ou como a diferenca porcentual entre as médias e o
valor verdadeiro aceito. A ANVISA™ adota como procedimento mais usual a pesagem do
analito e placebo em diferentes concentragdes e a verificacdo a partir de, no minimo, 9
determinacdes, contemplando o intervalo linear do procedimento, ou seja, 3
concentragdes, baixa, média e alta, com 3 réplicas cada. A exatiddo, em termos de
recuperacao, €& expressa pela relagdo entre a concentracdo média determinada
experimentalmente e a concentracao teorica correspondente, Equacdo 18. A faixa de
recuperacao sugerida para estudo da exatidao é de 98 % a 102 %, com DPR < 5%.

Concentracdo (experimental)

Exatiddo(recuperacdo) = x100 Equacao 18

Concentragao (tedrica)
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Para métodos usados na avaliagdo do teor do farmaco como matéria-prima ou no
produto acabado, a ANVISA”® adota para recuperacao a faixa proxima a concentragéo da
solucao final do ativo na amostra, geralmente de 80% a 120% desta concentragdo e de
70% a 130% para uniformidade do conteddo. Para métodos para quantificacdo de
impurezas o ensaio de exatidao segue a faixa de concentracédo avaliada na linearidade do
método, ou seja, do nivel de impureza esperado até 120% do limite maximo especificado.

No estudo da exatiddo devem ser usados materiais de referéncia acompanhados de
certificado que apresentem o valor da concentragdo da substancia em questao. Para fins
de registro de medicamentos junto a ANVISA, é recomendado o uso de padrao certificados

obtidos da farmacopéia brasileira e de outros compéndios oficiais’.

3.1.7 Estabilidade da solucao

As solugbes da amostra e do padrao devem apresentar estabilidade por um periodo
minimo da realizacdo dos demais ensaios de validagado e pelo tempo previsto na anélise a
que se propde o método para que se tenham resultados confiaveis’.

O tempo determinado na estabilidade e a condicdo de estocagem da solucdo em
temperatura ambiente ou em refrigeracao permitem que a analise seja realizada antes de
ocorrer a degradacao do composto. Como o tempo necessario para liberar um produto em
controle de qualidade é cada vez menor, o tempo avaliado na estabilidade das solucées
nao deve ser muito extenso, além do fato que em algumas analises as solucdes devem ser
preparadas no mesmo dia de injecao no sistema cromatografico.

O ensaio é realizado preparando solugdes padrdao e amostra de acordo com 0 método
e injetando as solugcdées no tempo inicial da validagdo e em horarios determinados. As
areas obtidas sdo avaliadas quanto ao DPR, sendo aceito o valor maximo de 2%.

3.1.8 Robustez

A robustez de um método analitico € uma medida de sua capacidade em resistir a
pequenas e deliberadas variacdes dos parametros analiticos”"*.
As seguintes alteracdes no método poderdo ser realizadas na avaliacdo da
robustez:
» variagdo na composicao FM;

= diferentes lotes ou fabricantes de coluna;
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= variagdo do pH da FM em % 0,1 unidades de pH;
» vazdo da FM em * 5%;
» temperatura da coluna em + 5 °C.

Avaliacao deve ser realizada injetando solu¢des padrdao e amostra de acordo com o
método desenvolvido e em cada condicado alterada. Com os dados obtidos € realizada a
quantificacdo da amostra na condicao controle e em cada condicao analitica. A partir de
uma comparacao dos resultados obtidos nas condi¢des alteradas com a condicao controle
€ aceita uma variacao de 2% entre as condicbes. Apos avaliada a robustez e, sendo
constatada a susceptibilidade do método a variagdes nas condicbes analiticas, estas

deverdo ser controladas e precaucdes devem ser incluidas no procedimento”.

Tese de Doutorado 47



Tese de Doutorado

48



Capitulo Il

Obijetivo
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1. OBJETIVO:

Este trabalho visou a preparacdo, caracterizacdo e avaliagdo do comportamento
fisico, quimico e cromatografico da FE C8 com grupo polar uréia, inserido na cadeia n-
alquila e sua aplicagao no desenvolvimento de métodos para analise de diversos farmacos,
a maioria com caracteristica basica e, em alguns casos, a validacdo do método analitico.

Para tal, as seguintes etapas foram realizadas:
Sintese do agente sililante a partir de 3-aminopropildimetiletoxissilano e octil

=

isocianato.

+ Caracterizagdo do agente sililante.

#®

Imobilizacao do agente sililante a silica Kromasil de 5 um.

Reacao de capeamento com trimetilclorossilano e hexametildissilazano.

-

§-

Caracterizagao fisica e quimica da FE antes e apds o capeamento.
+ Avaliacao do desempenho cromatografico das FE preparadas por diferentes misturas
sintéticas.

+ Avaliagao da estabilidade das FE com FM tamponada.

=

Aplicacdo das FE na separacédo de farmacos e comparagdo com as fases disponiveis

comercialmente.

+ Desenvolvimento e validacdo de métodos analiticos utilizando a FE preparada para
determinacdo de farmacos em comprimidos, capsulas, xaropes dentre outras
formulagdes farmacéuticas.

+ Estudo de degradacao de farmacos em meio oxidativo, acido, alcalino e temperatura.

+ Aplicagdo dos métodos validados no estudo de estabilidade de medicamentos.
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Capitulo Il

Preparacao, Caracterizacao e Avaliacao Cromatografica
da FE Preparada.
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1 Introducao

A preparagdo do novo agente sililante seguiu o procedimento experimental para
preparacao de novas FE para CLAE, contendo grupos polares do tipo uréia inseridos na
cadeia N-alquila, para a separagdo e a purificagdo de compostos basicos®™. A preparacao
da fase foi realizada de acordo com os procedimentos de obtencédo de segunda geracao de
FE com grupo polar embutido, a partir da incorporacédo do grupo uréia na cadeia alquila. A
FE foi obtida a partir da sintese do agente sililante contendo o grupo uréia, seguida da
modificacao da superficie da silica, com ligacao quimica do agente sililante a superficie da
silica e posterior reacao de capeamento.

2 Parte Experimental
2.1 Materiais

2.1.1 Equipamentos

+ Agitador rototorque, Cole-Parmer, modelo 7637-01.

+ Agitador Vortex, Phoenix, modelo AP56.

+ Analisador elementar, Perkin-Elmer, modelo 2400.

+ Balanca Analitica, Fisher Scientific, modelo A-250 (0,0001 g).

+ Bomba para enchimento de colunas, Haskel, modelo 51769.

+ Centrifuga, Fischer Scientific, modelo 225.

+ Cromatografo a liquido, Shimadzu, composto de uma bomba de alta pressao,
Shimadzu modelo LC-10 AD; detector de absorcao no UV-Vis de comprimento de onda
variavel, Shimadzu modelo SPD-10 AV; valvula de injecdo (alca de amostragem 5 ulL),
Rheodyne modelo 8125; Softwares usados para aquisicao de dados - ChromPerfect for
Windows 3.52.

+ Cromatografo a liquido, Merck-Hitachi Elite, composto de uma bomba de alta presséao
de quatro canais L-7130, forno Merck-Hitachi L-2300, injetor automatico Merck-Hitachi
L-2200, detector por arranjo de diodo Merck-Hitachi L-2450 e software EZChrom .

+ Espectrébmetro de absorcdo na regiao do infravermelho, Perkin-Elmer, modelo FTIR
1600.

+ Estufa a vacuo, Yamato, modelo ADP-21.

+« Forno tubular, EDG, modelo 10P-S.
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+ pH-metro Metrohm 744 pH meter.

+ Sistema de deionizagado de agua, Milli-Q plus, Millipore.

+ Ultrassom, Thornton, modelo T14.

+ Espectrémetro de ressonancia magnética nuclear Varian, modelo INOVA 500.

+ Espectrébmetro de massas AutoSpec, Micromass.

2.1.2 Reagentes

- Acenafteno p.a., Aldrich.

- Acetofenona p.a., Sigma.

- Acetonitrila grau HPLC, J.T.Baker.

- 3-aminopropildimetiletoxissilano p.a, Sigma Aldrich.
- Anilina p.a., Fluka.

- Benzeno p.a., Synth.

- Benzilamina p.a., Merck.

- Benzonitrila p.a., Riedel — de Haen.

- Butilbenzeno p.a., Merck.

- Cafeina p.a., Sigma.

- Cloridrato de Amitriptilina p.a, doado pela Medley.
- Cloroférmio p.a., Tedia.

- Etilbenzeno p.a., Sigma

- Fenol p.a., Aldrich.

- Ftalato de dibutila p.a., Sigma

- Fosfato de potéssio dibasico p.a., Merck
- Hexametildissilazano p.a., Sigma Aldrich.
- Isopropanol p.a., Tedia.

- Metanol grau HPLC, J.T.Baker.

- Naftaleno p.a., Carlo Erba.

- N,N-dimetilanilina p.a., Fluka.

- Octil isocianato p.a., Sigma Aldrich.

- o-terfenila p.a., Merck.

- Pentilbenzeno p.a., Merck.

- Piridina p.a., Merck.
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- Silica Kromasil, particulas de 5 um, Akzo Nobel.
- Tetraidrofurano grau HPLC, Tedia.

- Tolueno p.a., Merck.

- Trifenileno p.a., Fluka.

- Trietilamina p.a., Merck.

- Trimetilclorossilano p.a., Sigma Aldrich.

- Uracila p.a., Sigma Aldrich.

2.1.3 FE e colunas comerciais

- LiChrosphere® 60 Select B, Merck, FE constituida por particulas esféricas, diametro
médio de 5 um e dimensao de coluna de 60 x 3,9 mm de d.i.

- LiChrosphere® 100 RP8, Merck, FE constituida por particulas esféricas, diametro médio
de 5 um e dimensao de coluna de 125 x 4,0 mm de d.i., (C8ne).

- LiChrosphere® 100 RP8e, Merck, FE constituida por particulas esféricas, diametro médio
de 5 um, capeada e dimenséo de coluna de 125 x 4,0 mm de d.i., (C8e).

- Kromasil® C8, Eka Chemicals, FE constituida por particulas esféricas, diametro médio de

5 um, capeada e dimensao de coluna de 150 x 3,9 mm de d.i.

A Tabela 4 apresenta os dados de porcentuais de carbono, area superficial e
espessura da camada das FE comerciais LiChrosphere e Kromasil.

Tabela 4: Porcentuais de C, area superficial e espessura da camada das FE comerciais.

Fase C(%) Seer 1t (umolm?)
estacionaria (m?/g)
LiChrosphere® 60 Select B 11,5 360 3,55
LiChrosphere® 100 RP8 12,5 350 4,04
LiChrosphere® 100 RP8e 13,0 350 4,44
Kromasil® C8 12,0 340 3,60

A Figura 13 apresenta as estruturas quimicas das FE LiChrosphere® 100 RP8 e
LiChrosphere® 100 RP8e. A estrutura quimca da FE Kromasil C8 é semelhante a
LiChrosphere® 100 RP8e pois é preparada a partir de um silano monofuncional seguida do

processo de capeamento.
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Figura 13 - Estrutura quimica da FE LiChrosphere® 100 RP8 (A) e LiChrosphere® 100
RP8e (B).

3 Preparacao da FE
3.1 Sintese do agente sililante

Uma quantidade de 14,9 mL do reagente 3-aminopropildimetiletoxissilano foi
dissolvida em 70 mL de tolueno seco em um baldo de fundo redondo. A mistura foi mantida
sob agitacdo em atmosfera seca de nitrogénio. Através de um funil foram adicionados, gota
a gota, 30 mL de tolueno seco ao baldo, juntamente com uma quantidade equimolar de
octilisocianato, cerca de 14,0 mL, e de 6,0 mL do catalisador piridina para promover a
reacdo. A mistura resultante foi mantida sob agitacdo e aquecimento durante 3 horas.
Decorrido este tempo, o produto final foi isolado através da remocdo do solvente. O
produto foi entdo recristalizado, formando um soélido de coloragdo branca. Este
procedimento esta protegido por patente®. A Figura 14 apresenta a reagdo quimica de

preparo do agente sililante, [(octiluréia)propil]dimetiletoxissilano.

CHg
CH.CH.0 Slr . ’
4CH.0— ||—|[CH2:|3—NH2 Tolueno CH.CH D—Sl ¢’
CHa — 32 |'_{CH2}3_N _C\
i Eh, NH(CH,);CH,

CH4(CH,);N=C=0

Figura 14 — Reacéo de preparo do agente sililante.
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3.2 Imobilizacao quimica do agente sililante a silica

A silica cromatografica empregada no processo de modificagdo com o agente
sililante monofuncional C8 uréia foi a Kromasil®, com tamanho de particula de 5 ym, 10
nm de tamanho de poro, da Akzo Nobel. Inicialmente a silica foi lavada com &agua
deionizada e seca sob vacuo a temperatura de 100 °C, por 10 horas. Uma amostra de
cerca de 10,0 g de silica foi suspensa em 150 mL de tolueno contendo 0,055 mol do
agente sililante e trietilamina. A suspensao foi agitada mecanicamente e mantida sob
refluxo em atmosfera inerte por 72 horas. A silica modificada foi lavada com tolueno,
metanol e agua para promover a hidrélise dos grupos etoxi, que porventura ficaram
remanescentes na superficie da silica. Apos esse procedimento, a silica foi seca sob
vacuo, a 60 °C, por 12 horas. A Figura 15 apresenta a reacado quimica de imobilizacdo

quimica do agente sililante, [(octiluréia)propil][dimetiletoxissilano, a silica.

7Moo
. |z
(}-oH <—0—SI|—{CH2}3—N—C
/ A
—QOH | | oy
. CHQCH20~8||—(CH2)3_N_C b OH
CH, “NH(CH,);CH (IDHg Ho o
. |
—OH —0-8i-(CH);N-C
/ Toleno, CH, NH(CH,),CH,
<—OH Refluxo <—0H
Si0, Si0,

Figura 15 — Reacao de imobilizacdo quimica do agente sililante a silica.

3.3 Reacao de capeamento

A reacao de bloqueio dos grupos silan6is remanescentes na superficie da silica foi
realizada reagindo a FE com uma mistura equimolar de trimetilclorossilano (TMCS) e
hexametildissilazano (HMDS) em tolueno. A reacgao foi realizada refluxando cerca de 10,0
g de FE com excesso de TMCS (32,0 mL, 0,30 mol), HMDS (35,0 mL, 0,15 mol), 100,0 mL
de tolueno e 4,0 mL de piridina. Apds a mistura ter sido agitada a 100 °C, por 48 horas, o
material foi filtrado e lavado com tolueno, metanol e 4gua. A FE resultante, Si-C8-uréia, foi

seca sob vacuo a temperatura ambiente e empregada no enchimento das colunas e nas
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caracterizagdes cromatografica, fisica e quimica. A Figura 16 apresenta a reacao quimica
de capeamento com HMDS e TMCS.

?H o0 OH i 0
(—O—SII—{CHE}Q—N—C l—0-Si—(CH,)-N-C
) on NH(CH,),CH, b Ly NH(CH.,),CH,
Capeamento P
—OH HMDS/TMCS —OH
y ‘?H Hl /ﬁo secagem - . ‘?H "l' 0
—0—5|.-{<:H2}3_N -c\ tolueno T-0-Si—(CH,)s-N -c/
Oy NH(CH,),CH, by N\ NH(CH,),CH,
< a CH,
——QOH |
—O-Si-CH,
SIDQ SIDQ CHg

Figura 16 — Reacgéo de bloqueio dos grupos silan6is com TMCS e HMDS.

3.4 Preparo das colunas cromatograficas

Apébs a extragcdo, preparou-se uma suspensdo da FE em um solvente apropriado,
solvente de suspensao, para subsequente recheio da coluna cromatografica. A funcao
principal do solvente de suspensao é evitar uma sedimentagcédo rapida e/ou aglomeracao
das particulas, pois, nestas condigdes, a FE tem o desempenho cromatografico afetado
negativamente. No preparo da suspensao, foram testados os solventes cloroférmio e uma
mistura de tetraidrofurano e isopropanol na propor¢cao de 9:1 v/v. Para o preparo da
suspensao pesaram-se 0,70 g da FE em um tubo com tampa e adicionaram-se 7,0 mL do
solvente de suspensao previamente filtrado, obtendo uma concentracdo da FE na
suspensao de 10 % (m/v). Esta quantidade foi necessaria para o enchimento de uma
coluna cromatogréafica de dimensdo de 60 mm x 3,9 mm de d.i.. Em seguida, o tubo
contendo a suspenséo foi colocado em um agitador roto-torque e agitado mecanicamente
por um periodo minimo de 12 h, antes do enchimento da coluna cromatogréafica. Para
comparacao com colunas comerciais descritas nos métodos farmacopéicos, foram
recheadas colunas nas dimensdes de 125 mm x 3,9 mm de d.i. e 150 mm x 3,9 mm de d.i.
e para avaliacdo da FE usaram-se coluna de 60 mm x 3,9 mm de d.i.. Para a coluna de
125 mm foram utilizadas 1,4 g de FE e 14,0 mL do solvente de suspenséo e para coluna
de 150 mm foram usados 1,8 g de FE e 18,0 mL do solvente de suspensdo. A
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concentracao da FE na suspensao para comparacao das colunas foi também de 10% m/v.
As colunas foram recheadas utilizando o método de suspensao a alta pressao, a 5000 psi.
Uma coluna na dimensao de 60 x 3,9 mm foi recheada com uma FE Select-B Merck, com
tamanho de particula de 5 uym, para comparar a separagao obtida com essa coluna e uma

coluna recheada nas mesmas dimensdes com a FE Si-C8-uréia preparada.

4 Caracterizacoes Quimica e Fisica
4.1 Analise elementar

O agente sililante e a FE obtida apds a ligacdo quimica do agente sililante a silica e
apos o capeamento foram submetidos a analise elementar para a determinacdo da
porcentagem de carbono, com o objetivo de avaliar o grau de recobrimento efetivo do
suporte cromatografico. As porcentagens de carbono, hidrogénio e nitrogénio foram
determinadas no analisador elementar 2400 da Perkin Elmer. O método empregado utiliza
a combustdo do material devidamente seco, pesado e transferido a uma capsula de
estanho inerte, seguida de oxidagdo em atmosfera da hélio/hidrogénio para converter os

elementos da amostra em gases simples, como CO,, H,O e Np'*4+%.

Os gases séao
homogeneizados e mantidos em condi¢cdes controladas de pressdo, temperatura e volume
e, em seqguida, sdo despressurizados, separados através de uma coluna cromatografica e
passam por um detector de condutividade térmica para quantificacdo por retencéo seletiva.
Os resultados sdo expressos em porcentagens de C, H e N.

O teste nao foi avaliado quanto a presenca de impurezas, pois a finalidade foi
comprovar, juntamente com as demais técnicas de caracterizagdo, 0 sucesso da

preparacao do agente sililante e a imobilizacao deste a silica.

4.2 Area superficial e grau de recobrimento

A area superficial especifica foi obtida pelas isotermas de adsor¢do na faixa de
pressao relativa de 0,06 a 0,25, empregando o método de Brunauer, Emmett e Teller
(BET)'*%%8 As amostras foram secas a 100 °C por 24 h, sob vacuo de aproximadamente
15 mPa (10 torr). A porcentagem de carbono foi utilizada no célculo da espessura da
camada ( 1 ), que indica o grau de recobrimento da superficie, como mostrado na Equacéao
18:
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P

[¢]
T=
1200n -P_(MM-n_)S

Equacéo 18

onde Pc é a porcentagem de carbono na silica modificada, nc 0 numero de atomos de
carbono da molécula orgéanica imobilizada, MM a massa molar do silano imobilizado, nx o
namero de grupos reativos do alcoxissilano de partida, sendo para o monofuncional 1 e

SgeT € a area superficial da silica original calculada a partir da isoterma de nitrogénio.

4.3 Espectroscopia de absorcao na regiao do IV

A avaliacao qualitativa da presenca de grupos funcionais caracteristicos do
etoxissilano foi realizada por espectroscopia de absorcao no infravermelho. Os espectros
de absorcao no infravermelho foram obtidos sob a forma de pastilhas de brometo de
potassio, no intervalo de 4000 a 400 cm™, empregando uma resolucdo de 4 cm™ e uma
taxa de 32 varreduras por minuto, utilizando um espectrdbmetro de absorcdo no
infravermelho Perkin-Elmer modelo FTIR 1600.

4.4 Espectroscopia por RMN de 'H e de *C

A ressonancia magnética nuclear (RMN) de '*C e 'H foi realizada no espectrometro
INOVA da Varian. As amostras do agente sililante foram dissolvidas em tetracloreto de
carbono, CCls. As frequéncias utilizadas foram de 400 e 125 MHz para os ntcleos de °C e
'H respectivamente. Um capilar contendo agua deuterada (HDO) foi utilizado como
referéncia para os espectros de RMN de 'H e o préprio solvente, CCls, para os espectros
de °C.

4.5 Espectroscopia por RMN de #Si

Os espectros de RMN no estado sélido de °Si para a FE antes e ap6s a reacédo de
capeamento, foram obtidos no espectrdmetro INOVA, da Varian, utilizando a técnica de
polarizacdo cruzada e rotacdo do angulo magico (CP/MAS), tempo de contato de 5 ms,
intervalo de pulso de 2 s e frequéncia de 75,5 MHz.
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4.6 Espectrometria de massas

Os espectros de massas foram obtidos no espectrobmetro AutoSpec, Micromass,
utilizando o modo de ionizagdo de impacto de elétrons, com uma energia de ionizagcao de
75 eV e temperatura da sonda acima da temperatura de fusdo das amostras. O sistema
usado nao estava acoplado a um cromatografo, desta forma, foi realizada a injecéo direta

da amostra por infusao.

5 Avaliacao cromatografica
5.1  Caracterizacao cromatografica da FE através de misturas testes

As colunas recheadas com a FE Si-C8-uréia foram avaliadas com relacdo a
seletividade, hidrofobicidade, atividade silanofilica e troca-ibnica, através de mistura teste |,
contendo compostos apolares, polares, de Tanaka et al.>®, Engelhardt e Jungheim®?e de
Neue et al.>*.

5.1.1 Mistura teste |

A etapa inicial da avaliacdo cromatografica da FE Si-C8-uréia consistiu na
determinacao da vazao 6tima da FM, por meio da curva de van Deemter, e da composicao
ideal utilizando a mistura teste | contendo os compostos: uracila (1 mg L), benzonitrila (30
mg L), benzeno (30 mg L), tolueno (30 mg L") e naftaleno (30 mg L™"). As composicdes
das FM avaliadas foram 60:40 e 50:50 (v/v), de acetonitrila:agua. Para comparac¢ao da
eficiéncia, foi realizada a separagdo em uma coluna de dimensdes de 150 x 3,9 mm

contendo a FE C8-Kromasil comercial.

5.1.2 Mistura ll

A mistura-teste |l foi utilizada para avaliacdo da interacdo dos analitos, principalmente
basico, com a FE sobretudo os grupos silandis residuais, sendo constituida por: uracila (1
mg L), fenol (4cido, 20 mg L), N,N-dimetilanilina (basico, 20 mg L), naftaleno (apolar,
30 mg L) e acenafteno (apolar, 50 mg L™).

A mistura foi preparada qualitativamente em FM acetonitrila:agua 50:50 (v/v) e
armazenada em geladeira. A uracila foi adicionada a mistura para a obtengcdo do ty,
essencial para o célculo dos parametros cromatograficos.
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5.1.3 Mistura teste de Neue

A mistura teste de Neue et al.>* foi utilizada para avaliar as propriedades hidrofébicas,
silanofilicas e de troca-ibnica da nova FE preparada. A mistura teste contém compostos
neutros e basicos diluidos na FM: uracila (16 ug mL™), naftaleno (60 pg mL™), acenafteno
(400 ug mL™), propranolol (400 ug mL™) e amitriptilina (100 ug mL™"). A FM usada no teste
consistiu de uma mistura de metanol e solugcdo tampao pH 7,0 de fosfato de potassio
dibasico 65:35, v/v; temperatura de 25 °C e deteccao UV a 254 nm.

A separacao foi realizada na coluna Si-C8-uréia e comparada as separagdes obtidas
com colunas LiChrosphere® 60 Select B, LiChrosphere® 100 RP8 e LiChrosphere® 100
RP8e.

5.1.4 Mistura teste de Engelhardt e Jungheim

A FE Si-C8-uréia foi analisada pela mistura teste de Engelhardt e Junheim®? quanto a
atividade silanofilica (atividade dos grupos silandis residuais) e a seletividade hidrofébica
(ou hidrofobicidade). A mistura foi preparada a partir dos compostos: uracila (1 mg L),
anilina (15 mg L"), fenol (20 mg L), N,N-dimetilanilina (20 mg L), tolueno (30 mg L") e
etilbenzeno (30 mg L). A FM usada no teste consistiu de uma mistura de metanol:agua
55:45 (v/v), temperatura de 40 °C e deteccao UV a 254 nm.

5.1.5 Mistura teste de Tanaka

1.%% incluem: o

As principais propriedades avaliadas pela mistura teste de Tanaka et a
recobrimento superficial, a seletividade hidrofébica, a seletividade espacial ou estérica, a
capacidade de ligacao de hidrogénio e a capacidade de troca ibnica em pH 2,7 e 7,6. A
mistura | de Tanaka contém os compostos uracila, butilbenzeno, pentilbenzeno, o-terfenila
e trifenileno. A mistura |l do protocolo de Tanaka foi preparada a partir dos compostos
uracila, cafeina e fenol. As misturas Ill e IV do protocolo de Tanaka, constituidas pelos
compostos uracila, benzilamina e fenol, foram analisadas em diferentes pH de FM 2,7 e

7,6, respectivamente.
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5.2 Avaliacao da estabilidade quimica da FE

A estabilidade quimica da FE Si-C8-uréia, foi avaliada em condigdo de FM
tamponada, utilizando a mistura teste de Neue®*. A FM usada no teste consistiu de uma
mistura de metanol e solucdo tampao pH 7,0 de fosfato de potassio dibasico 65:35, v/v;
temperatura de 25 °C e deteccdo UV a 254 nm. A estabilidade quimica em condicoes
tamponadas foi avaliada pelo monitoramento de parametros cromatograficos, como
eficiéncia, fator de assimetria calculado a 10 % da altura do pico e fator de retencéo para o
composto mais retido (amitriptilina) da mistura teste de Neue®*. A FM foi eluida através das
colunas cromatograficas, contendo as FE, a uma vazao de 0,8 mL min™', empregando uma
temperatura de 35 °C. As colunas foram periodicamente avaliadas quanto ao
comportamento cromatografico da mistura teste de Neue® e a estabilidade de cada FE foi
determinada em fung¢ao do nimero de volume de colunas de FM eluida através de cada
coluna cromatografica. O volume de coluna corresponde ao volume de FM que ocupa os
espacos dentro da coluna, os quais ndao sao preenchidos pelo recheio cromatografico —
volume de coluna cheia (V). O volume de coluna foi calculado a partir do ty (uracila) e da
vazao da FM (F), conforme a Equacao 20:

V., = F Xxt, Equagéo 20

O valor de V., calculado foi igual a 0,58 mL de FM. As condi¢cdes empregadas neste

teste aceleram a deterioracdo da coluna, possibilitando avaliagdes mais rapidas com a

utilizagdo de uma quantidade menor de FM e em tempo reduzido.

6 Resultados e discussao
6.1 Preparacao do agente sililante e da FE

A preparacdao do agente sililante C8 uréia seguiu o procedimento experimental j
patenteado®™ realizada a partr de uma reacdo dos precursores  3-
aminopropildimetiletoxissilano e octil isocianato, em condi¢des descritas na parte
experimental e a reacao apresentada na Figura 14.
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A estrutura quimica do agente sililante formado, [(octiluréia)propilldimetiletoxissilano,
contendo o grupo polar derivado da uréia, -NH-C(O)-NH-, e da FE Si-C8-uréia foram

apresentadas nas Figuras 15 e 16, respectivamente.

6.2 Caracterizacao quimica e fisica
6.2.1 Analise Elementar
6.2.1.1 Agente sililante

Na anadlise elementar, foram determinadas as porcentagens de carbono, hidrogénio e
nitrogénio no silano sintetizado. Os resultados obtidos estdo mostrados na Tabela 5 e
estdo de acordo com as porcentagens calculadas e com a estrutura proposta do silano.

Tabela 5: Porcentuais de C, H e N obtidos experimentalmente (exp) e calculados (calc)
para o alcoxissilano.
Sl|an0 Fél’mu|a % Cca|c % Cexp o/o Hca|c o/o Hexp o/o Nca|c % Nexp

molecular
C8 uréia Ci6H3sN20O-Si 60,8 60,1 11,4 11,4 8,9 9,0

6.2.1.2 Analise elementar e espessura da camada da FE
As porcentagens de carbono, hidrogénio, nitrogénio e a espessura da camada da FE
Si-C8-uréia antes e apds 0 processo de capeamento sdo apresentadas na Tabela 6. O
valor da area superficial (Sget) da FE utilizado no calculo da espessura da camada de FE
foi de 325,4 m? g, e o valor obtido apés o capeamento foi de 229,3 m? g, sendo
apropriado para as finalidades cromatograficas®, mostrando que a ligagdo do agente
sililante a silica ndo altera, de forma significativa, as propriedades apropriadas da silica.

Tabela 6 — Porcentuais de C, H, e N obtidos na anélise elementar para a FE Si-C8-uréia
antes e ap6s o0 capeamento e a espessura da camada de FE.

FE Si-C8-uréia C% H% N% 1 (umol m?
antes do capeamento 12,4 2,48 2,12 3,0
apos o capeamento 13,1 2,83 2,03 3,2

Como pode ser observado na Tabela 6, ap6s o0 processo de capeamento, a silica
modificada apresentou um aumento no porcentual de carbono. Os valores obtidos para a
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espessura da camada foram préximos aos de Silva'®?

na avaliagdo de outras FE com
grupo polar uréia inserido na cadeia alquila C18: 3,0 a 4,0 umol m?. Silva et al."
apresentaram um valor de recobrimento de 1,62 umol m™? para a FE C18 contendo grupo

1.% obtiveram recobrimento de 0,69 a 2,97 pmol m™® para FE

polar carbamato. Matyska et a
contendo grupo polar amino. Horak e Lindner® obtiveram uma espessura de camada para
FE capeada C3-S-C18 de 1,56 umol m™?. Engelhardt e Orth®® avaliaram a FE obtida pelo
recobrimento com alcoxioctilssilano e obtiveram valores de 1,07 a 4,25 umol m™. Euerby e
Petersson® realizaram a classificagdo cromatogréafica e a comparacdo entre colunas
comerciais contendo grupo polar, obtendo os seguintes resultados para os recobrimentos:
XTerra RP8 (carbamato) 2,41 umol m®, Symmetry Shield RP8 (carbamato) 3,29 pmol m?,
Prism RP (C12-uréia) 3,1 umol m?, Symmetry Shield RP18 (carbamato) 3,21 umol m? e
Discovery RP amida C16 (amida) 2,6 umol m?. De acordo com esses resultados e os
dados de espessura de camada apresentados na Tabela 4 para as FE LiChrosphere® 60
Select B, LiChrosphere® 100 RP8, RP8e e Kromasil® C8 a FE obtida Si-C8-uréia
apresentou um grau de recobrimento semelhante e até maior que outras FE comerciais
indicando compatibilidade com estas FE, como também apresentando separacdes tao
eficientes quanto as esperadas com as FE comerciais. Em separagdes analiticas utizando
FE quimicamente ligadas a espessura da camada geralmente abrange a faixa de 2,0 a 4,0
umol m?, indicando um redugdo da concentragdo dos silanéis residuais presentes na

superficie da silica.

6.2.2 Analise na regiao do IV
6.2.2.1 Analise na regiao do IV do agente sililante

No espectro de absorcdo no infravermelho do silano sintetizado, apresentado na
Figura 17, foram observadas as bandas representantes dos grupos funcionais
caracteristicos do silano, [(octiluréia)propilldimetiletoxissilano.

Tese de Doutorado 67



[=1a]

S0

R
6
09,

40

Transmitancia (%)

IPEE

804)_
601

8e8

30

1562
1582
052l

£egl
G5l

20

| 926

4000 3000 2000 1000

Nﬁnmn)deonda(anq)

Figura 17 - Espectro de absorcao na regido do |V para o agente sililante.

As principais bandas observadas s&o: 3341 cm™, correspondente ao estiramento das
ligacdes N-H, na regido entre 2970 & 2850 cm™', referentes ao estiramento da ligagdo C-H
nos grupos CHz e CHs e em 1633 cm™ uma banda atribuida ao estiramento da ligagao
C=0"%2% detectada em uma frequéncia menor que a esperada para aldeidos e cetonas,
devido aos dois atomos de nitrogénio préximos a carbonila. Outras bandas significativas
podem ser observadas em 1575 cm™, devido & deformacéo angular da ligagdo N-H e uma
banda de pequena intensidade em 3160 cm™, referente ao primeiro harménico da banda
em 1575 cm™. Outras duas bandas observadas em 1108 e 1079 cm™' s&o atribuidas ao
estiramento da ligagdo Si-O. A banda na regido de 970 cm™ é caracteristica dos grupos
silandis livres. As bandas descritas acima caracteristicas dos grupos funcionais do agente
sililante e as bandas em 3340, 1633 e 1575 cm™' indicam que o alcoxissilano foi obtido com
sucesso.

6.2.2.2 Analise da FE na regiao do IV

A FE Si-C8-uréia foi caracterizada inicialmente por espectroscopia de absorcao no
infravermelho para verificar a presenca de grupos funcionais caracteristicos. A Figura 18A
apresenta o espectro do suporte de silica e a Figura 18B da FE modificada com o silano

monofuncional antes e apds o processo de capeamento.
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Figura 18 — Espectros de absorcédo na regidao do IV: A) suporte da silica; B) FE Si-C8-uréia;
a) FE Si-C8-uréia antes do capeamento e b) FE Si-C8-uréia apds o capeamento.

Nos espectros da FE, Figura 18B, foram observadas novas bandas na regidao de
3341, 2960 a 2850, em 1633 e em 1575 cm™, que sdo devidas & imobilizacdo do agente
sililante na superficie da silica. As principais bandas observadas para o agente sililante,
Figura 17, podem ser também visualizadas no espectro da FE Si-C8-uréia, ou seja, a
banda em 1630 cm™, atribuida ao estiramento da ligacdo C=0 e as trés bandas na regido
de 3000 cm™ sdo as principais evidéncias da presenca do grupo polar uréia embutido na
cadeia alquila'®'"®. Como pode ser observado na Figura 18B, ndo houve alteragdo
significativa na estrutura quimica da molécula organica imobilizada apés o capeamento,
apresentando as mesmas bandas de absorcao caracteristicas da FE nao capeada, com
reducdo da banda dos silandis residuais. Os resultados apresentados nos espectros de
absorcdo da FE indicam que a imobilizacdo do agente sililante a silica foi realizada com
sucesso.

6.2.3 Analise de RMN de 'H para o agente sililante

No espectro de RMN de 'H do alcoxissilano sintetizado,
[(octiluréia)propilldimetiletoxissilano, apresentado na Figura 19, foram observados alguns
sinais caracteristicos do agente sililante.
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Figura 19 - Espectro de RMN de 'H para o silano sintetizado.

Os dois sinais na regiao de 6 = 5,0 ppm sao atribuidos aos hidrogénios 8 e 9 ligados
aos atomos de nitrogénio do grupo uréia®**®. Em & = 0,2 ppm foi observado um sinal
referente aos hidrogénios 3 e 4 do grupo metila ligado diretamente ao atomo de silicio. Os
picos em & = 1,2 e 3,9 ppm sado atribuidos aos hidrogénios 1 e 2 do grupo etdxi do
alcoxissilano sintetizado. Os hidrogénios 7 e 10 foram observados em & = 3,2 ppm e 0s
hidrogénios 6 e 11 foram observados em 6 = 1,6 ppm. Em 8 = 0,6 ppm foi observado um
sinal atribuido aos hidrogénios ligados ao carbono da ligacdo =Si-C, carbono 5. Os
hidrogénios 12-16 foram observados em um sinal de intensidade forte em 6 = 1,4 ppm. O
sinal referente aos hidrogénios 17 do grupo metila terminal foi observado em & = 1,1 ppm.
As atribuicdes dos sinais foram feitas em estudo realizado por Silva® na avaliacdo dos

agentes sililantes [(3-dodeciluréia)propil]trietoxissilano e demais etossilanos.
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6.2.4 Analise de RMN de *C
6.2.4.1 Agente sililante

A espectroscopia de RMN de '*C no estado sélido é uma técnica que permite
identificar as espécies quimicas que foram ligadas na etapa de modificacdo quimica da

superficie da silica.
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Figura 20 - Espectros de RMN de '3C para o silano sintetizado.

No espectro de RMN de 'C do agente sililante sintetizado, mostrado na Figura 20,
foram observados alguns sinais que sao caracteristicos do alcoxissilano.

O sinal em 8 = 78 ppm & devido a presenga do CCls usado como solvente. O sinal em
d = 160 ppm foi atribuido ao carbono do grupo carbonila da ligagao da uréia, numerado de
acordo com a estrutura fornecida no espectro do agente sililante'%'1:232527.42100 g ginajs

em & = 19 e 58 ppm foram devidos aos carbonos 1 e 2, pertencentes ao grupo etéxi do
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agente sililante’®?*%. Os grupos metilas 3 e 4, ligados diretamente ao atomo de silicio,
foram observados na regido de & = 0 ppm'®?'%  Albert*? avaliou a FE ODS e também
atribuiu o sinal em & = 0 ppm aos grupos metilas ligadas diretamente ao silicio. Os outros
sinais sao caracteristicos da cadeia alifatica do alcoxissilano sintetizado. Os sinais
apresentados mostram que o agente sililante foi obtido com sucesso a partir da reacéo do
3-aminopropildimetiletoxissilano e octil isocianato, permanencendo 0s sinais

caracteristicos.

6.2.4.2 FE Si-C8-uréia

As Figuras 21A e 21B mostram os espectros de RMN de '*C da FE Si-C8-uréia antes
e apds a reacao de capeamento, respectivamente. Nao foi observada nenhuma alteracao
na estrutura quimica do ligante organico apds a etapa de modificagdo quimica. Nao foram
observados os sinais referentes ao grupo etéxi do agente sililante em 18 e 58 ppm, como
era esperado, devido ao uso de um agente sililante monofuncional’®?3. Isto representa uma
vantagem sobre o uso de etoxissilano trifuncional, que, apds a imobilizacdo, pode deixar
grupos etéxi sem reagir com os silandis da silica, necessitando de um processo mais
cuidadoso na lavagem para hidrolisar os grupos remanescentes antes da reacao de
capeamento com o agente sililante mais reativo.

As atribuicdes dos picos foram baseadas no espectro de RMN de *C do agente
sililante em CCl4. Alguns sinais que sao caracteristicos do alcoxissilano foram observados
para a FE Si-C8-uréia. O sinal em & = 160 ppm foi atribuido ao carbono do grupo carbonila
da ligacao da uréia. Os grupos metilas 1 e 2, ligados diretamente ao atomo de silicio, foram
observados na regido de & = 0 ppm'%%31%,

Os sinais identificados nos espectros de RMN de *C mostraram que a imobilizacdo
do agente sililante a silica foi realizada com sucesso a partir da confimacao dos sinais

caracteristicos do silano.
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Figura 21 - Espectros de RMN de *C para a FE Si-C8-uréia (A) antes e (B) apés o

capeamento.

6.2.5 Analise de RMN de *°Si

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de #Si é uma técnica de andlise
muito Util na determinacao das espécies de silicio na matriz da silica para avaliacao das
modificacdes quimicas ocorridas. A Figura 22 apresenta os espectros de RMN de #°Si da

silica pura e da FE antes e apds a reacédo de capeamento.
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Figura 22 - Espectros de CP/MAS de RMN de ?°Si para a silica pura (A), FE Si-C8-uréia
apos o capeamento (B) e antes do capeamento (C).

No espectro da silica pura (Kromasil) foram detectados grupos pertencentes a
estrutura inorganica da silica: silanéis germinais (Q% em —92 ppm, silandis livres e vicinais

102342 Na modificagdo da silica foi

(Q%) em — 101 ppm e siloxanos em — 110 ppm
empregado o agente sililante monofuncional e, espera-se, apenas uma unica especie de
silicio, além das espécies Q" do suporte da silica.

No espectro da FE Si-C8-uréia foi observado um decréscimo na populacao dos
grupos silandis Q> e Q°® apds a reagdo com o agente sililante, indicando que houve a

imobilizacdo do agente na superficie da silica. Também foi observado um novo sinal em +
Tese de Doutorado 74




12 ppm, referente ao M1, correspondente ao silano monofuncional imobilizado na
superficie da silica'®*. Apds a reacdo de capeamento, espera-se que 0s grupos silanéis
residuais sejam substituidos pelos grupos —Si(CHs)s formando novas espécies do tipo M2.
Estas espécies, introduzidas na segunda modificacdo quimica, ndo podem ser
diferenciadas das espécies M1 por apresentarem o mesmo deslocamento quimico em +12
ppm. No espectro da FE Si-C8-uréia apdés o capeamento foi observado um aumento na
intensidade do pico das espécies M em +12 ppm, devido as espécies M1 e M2, reducao da

intensidade do pico referente a espécie Q° e aumento da espécie Q*.

6.2.6 Espectrometria de massas
A espectrometria de massas também foi utilizada para caracterizar o agente sililante
sintetizado e comprovar a massa molar proposta para esse composto. A Figura 23 mostra

0 espectro de massas obtido para o alcoxissilano sintetizado.
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Figura 23 - Espectro de massas para o alcoxissilano sintetizado.

A amostra € vaporizada e convertida em ions de carga positiva através do feixe de
elétrons que passa pela camara de ionizagdo. Quando um elétron da molécula é removido
origina-se um fon de massa igual @ massa da molécula que foi introduzida'®. O fon
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originado é simbolizado por M* e corresponde a massa molar da molécula original.
Conforme pode ser observado no espectro outros ions foram formados e muitos deles
podem ter sofrido reacdes ou rearranjos que dificultaram a identificacao estrutural de cada
ion molecular formado. A massa molar obtida para o agente sililante foi de 316 m/z.

6.3 Avaliacao cromatografica com misturas testes

6.3.1 Avaliacao cromatografica com a mistura teste |

A etapa inicial da avaliagdo cromatografica da FE Si-C8-uréia foi realizada a partir da
determinacdo da vazado 6tima de FM e da sua composicdo ideal. A porcentagem do
componente organico na FM ideal para a avaliagdo das FE foi determinada através da
injecdo da mistura teste 1 (uracila, benzonitrila, benzeno, tolueno e naftaleno)'®'"'*?3_ Os
cromatogramas obtidos estdo apresentados na Figura 24 e 25 para as colunas de 60 x 3,9

e 125 x 3,9 mm, respectivamente.

2 4
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[O] ] 5
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(@] o
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3 3
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0 1 2 3 4 5 o 2 4 & s
Tempo - min Tempo - min

Coluna: 60 x 3,9 mm; FM ACN:H20 60:40 v/v; Coluna: 60 x 3,9 mm; FM ACN:H,O 50:50
vaz&o 0,6 mL min” v/v; vazdo 0,6 mL min™

Figura 24 — Cromatogramas obtidos na separacdo da mistura teste |. Condicdes
cromatograficas: coluna de 60 x 3,9 mm recheada com a FE Si-C8-uréia; volume de injecao:
5uL; FM: acetonitrila: agua; deteccdo a 254 nm e temperatura de 25 °C. Compostos
analisados: (1) uracila, (2) benzonitrila, (3) benzeno, (4) tolueno e (5) naftaleno.
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Resposta do Detector
Resposta do Detector

o 1 2 3 4 5 6 7 0 > 4 6 8 10
Tempo - min Tempo - min

Coluna: 125 x 3,9 mm; FM ACN:1H20 60:40 Coluna: 125 x 3,9 mm; FM ACN:H,O
v/v; vazao 0,8 mL min® 50:50 v/v; vazao 0,8 mL min™

Figura 25 — Cromatogramas obtidos na separacdo da mistura teste |. Condicdes
cromatograficas: colunas recheadas com a FE Si-C8-uréia; volume de injecao: 5 uL;
deteccdo a 254 nm e temperatura de 25 °C. Compostos analisados: (1) uracila, (2)
benzonitrila, (3) benzeno, (4) tolueno e (5) naftaleno.

As FM com composicoes de 60:40 e 50:50 (v/v), de ACN:H.O, foram empregadas por
serem comumente utilizadas nas avaliagbes de FE quimicamente ligada®®. Pode-se
observar por estes cromatogramas que as duas composicées de FM ACN:H>O 50:50 e
60:40 (v/v) foram adequadas para a avaliacdo da FE. Com estas composi¢cées de FM
obtém-se um tempo adequado de analise, inferior a 7 minutos para a coluna de 60 x 3,9
mm e inferior a 10 minutos para a coluna de 125 x 3,9 mm. Nas Tabelas 7 e 8 estdo os
valores dos parametros cromatograficos obtidos para as duas dimensdes de colunas
empregadas, respectivamente, nas duas composicées de FM analisadas. Os compostos
foram separados com boa eficiéncia, obtendo-se valores de N/m superiores a 74000 com a
composicdo ACN:H-O 60:40 v/v e superiores a 69000 para a composi¢cdo ACN:H>O 50:50
v/v para a coluna de 60 x 3,9 mm. A assimetria de pico (As) estao préximos a 1,1 conforme
€ mostrado nas Tabelas 7 e 8, comprovam que os compostos foram separados com
excelente simetria de pico, sem haver problemas relacionados a caudas dos picos.
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Tabela 7 - Parametros cromatograficos obtidos com a FE Si-C8-uréia para as colunas de
60 x 3,9 mm e 125 x 3,9 mm usando FM ACN:H,0 60:40 v/v.

Si-C8-uréia 60 x 3,9 Si-C8-uréia 125 x 3,9
mm mm

Compostos Vaz&o 0,6 mL min™ Vaz&o 0,8 mL min™
k N/m As k N/m As

Acetofenona 1,2 57198 1,6 1,1 65367 1,2
Benzeno 1,9 63893 1,1 1,8 66577 1,1
Tolueno 2,6 68632 1,2 2,5 68540 1,0
Naftaleno 3,7 74472 1,1 3,5 71769 0,9

Tabela 8 - Parametros cromatograficos obtidos com a FE Si-C8-uréia para as colunas de
60 x 3,9 mm e 125 x 3,9 mm usando FM ACN:H-O 50:50 v/v.

Si-C8-uréia 60 x 3,9 mm Si-C8-uréia 125 x 3,9 mm

Compostos Vaz&o 0,6 mL min™ Vaz&o 0,8 mL min™
k N/m As K N/m As
Acetofenona 1,6 53795 1,4 1,8 62400 1,0
Benzeno 28 61382 1,2 3,1 65690 1,0
Tolueno 4,1 66310 1,2 4,5 66848 0,9
Naftaleno 6,3 69060 1,2 7,0 68968 0,9

Analisando as Tabelas 7 e 8 verifica-se que o emprego de FM ACN:H.O 60:40 v/v
deve ser selecionada, pois em um tempo menor, conseguiu-se uma separagao adequada
dos compostos analisados, com eficiéncia mais alta e boa simetria de picos. A vaz&o entre
a faixa de 0,6 a 0,8 mL/min deve ser empregada por proporcionar maior eficiéncia e boa
simetria do pico.

Na avaliacdo do desempenho cromatografico com a mistura teste | foram obtidos
bons resultados com a coluna preparada com a FE Si-C8-uréia quando comparada com
uma coluna comercial C8 contendo também a silica Kromasil® como suporte de
dimensdes de 150 x 3,9 mm. Os cromatogramas obtidos podem ser visualizados na Figura
26.
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Figura 26 — Cromatogramas obtidos na separacdo da mistura teste |. Condicoes
cromatograficas: dimenséo de coluna de 150 x 3,9 mm, FE Si-C8-uréia (A) e C8-Kromasil
comercial (B); volume de injecdo: 5 uL; FM: ACN:H,O 60:40 v/v; vazdo: 1,0 mL min™;
deteccdo UV a 254 nm e temperatura: 25 °C. Compostos analisados: (1) uracila, (2)
benzonitrila, (3) benzeno, (4) tolueno e (5) naftaleno.

A eficiéncia, expressa em pratos por metro (N/m), fator de retencao (k) e o fator de
assimetria foram calculados para cada um dos solutos e estdo apresentados na Tabela 9.
O valor de N/m para o naftaleno obtido com a FE Si-C8-uréia foi semelhante ao da FE C8-
Kromasil. Estes valores estdo muito préximos aos obtidos por Silva'®?® de 82230 N/m para
0 composto naftaleno na separacao da mistura usando a FE C18 dimetil uréia e superior a
eficiéncia de 65080 N/m obtida na separagdo com FE C18-tiocarbamato por Silva et al.'".
Os valores de assimetria para o naftaleno estdo dentro do valor aceito na literatura que é
de 0,9 < As < 1,2, podendo ser aceitos valores até 1,6'% e em algumas monografias da
Farmacopéia Americana 2,0°. Ambas as colunas apresentaram bons desempenhos

cromatograficos com resolucdes maiores que 1,5.

Tabela 9 - Parametros cromatograficos da FE Si-C8-uréia e C8-Kromasil comercial para
colunas de 150 x 3,9 mm.

Si-C8-uréia C8-Kromasil
Compostos
K N/m (m7")  As K N/m(m™) As
Benzonitrila 1,7 70180 1,1 1,5 75327 1,2
Benzeno 2,9 75360 0,9 2,7 75007 1,1
Tolueno 4,2 77060 1,0 4,0 76007 1,0
Naftaleno 6,4 79367 1,0 5,0 78340 1,1
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A vazao é6tima da FM ACN:H,O 60:40 (v/v) foi definida com base na curva de van
Deemter, que mostra que existe uma vazédo 6tima (F) de FM, relacionada a velocidade
linear (u), que resulta em um valor maximo de eficiéncia de coluna ou em um valor minimo
de H, localizada no ponto minimo da curva. Os termos H e y foram obtidos a partir do valor
de eficiéncia para o pico do naftaleno, do comprimento da coluna (L) e do tempo de
retencdo da uracila, Equacdes 7 e 8*3%179 A Figura 27 apresenta a curva de van
Deemter para a determinacao da vazao étima de FM com a coluna de 150 x 3,9 mm.

.
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Figura 27 — Curva de van Deemter (H x u) para o naftaleno em diferentes vazées de FM.
Coluna 150 x 3,9 mm recheada com a FE Si-C8-uréia; volume de inje¢édo 5 pL; FM: ACN-
H-O 60:40 v/v, detecgdo a 254 nm e temperatura ambiente.

O ponto minimo da curva, correspondente a maxima eficiéncia de coluna, apresenta
altura de prato (H) equivalente a 2,0 um (ou eficiéncia de coluna de 74.000 pratos m™") para
o composto mais retido pela FE Si-C8-uréia avaliada. Esta maxima eficiéncia da FE foi
obtida em vazdo de FM na faixa de 0,6 a 0,8 mL min"' (velocidade linear de
aproximadamente 8 a 10 cm min™'). A vazdo de 0,8 mL min" foi escolhida para o
desenvolvimento do trabalho por resultar em um tempo de andlise menor para a avaliacao
da FE.

Analisando os valores mostrados acima, pode-se concluir que a coluna foi recheada
com sucesso, obtendo separacdes dos compostos apolares com excelente eficiéncia e
resolucao e picos simétricos. Comparada a coluna comercial Kromasil C8 a FE Si-C8-uréia

apresentou separacgao tao eficiente quanto a coluna comercial.
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6.3.2 Avaliacao cromatografica com a mistura Il

Para avaliar a interacdo da FE Si-C8-uréia com outros compostos acidos e basicos
foi feita a separacdo de uma mistura contendo uracila, fenol como composto acido, N,N-
dimetilanilina como composto basico para caracterizar a interagdo com os silandis
residuais e os compostos naftaleno e acenafteno como substancias apolares para
avaliacdo da hidrofobicidade'®. Na Figura 28, que apresenta o cromatograma obtido na
separacao dessa mistura teste Il, com a coluna de 125 x 3,9 mm recheada com a FE Si-
C8-uréia, pode ser verificado que todos os compostos foram separados com boa eficiéncia

€ com picos simétricos.

Resposta do Detector

o 2 4 6 8 10

Tempo - min

Figura 28. Cromatograma obtido na separacado da mistura Il. Condicées cromatograficas:
Coluna Si-C8-uréia 125 x 3,9 mm; volume de inje¢do: 5 uL; FM ACN:H>O (60:40, v/v),
vazdo 0,8 mL min”'; deteccdo a 254 nm e temperatura de 25 °C. Compostos testes: (1)
uracila, (2) fenol, (3) N,N-dimetilanilina, (4) naftaleno e (5) acenafteno.

O composto N,N-dimetilanilina, por ser uma substancia de caracteristica basica, pode
interagir com os silandis residuais presentes na superficie da silica e apresentar um pico
com cauda elevada'®. Na separacdo desse composto na FE Si-C8-uréia, o valor de
assimetria obtido foi de 1,0, mostrando que a fase apresenta baixa interacdo de compostos
basicos com silandis residuais. Esse valor de assimetria também pode ser considerado um
indicador de baixa atividade silanofilica, confirmando os dados obtidos por RMN de ?°Si e

espectroscopia de infravermelho na avaliagdo da FE Si-C8-uréia, apds a reacao de
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capeamento. Os resultados obtidos na separacado da mistura Il com a coluna de 125 x 3,9
mm, recheada com a FE Si-C8-uréia, sdo apresentados na Tabela 10.

Tabela 10: Parametros cromatograficos obtidos na separagdo da mistura Il com a FE Si-
C8-uréia.

Composto tg (Min) As N/m

1 - Uracila 1,2 1,3 19228

2 - Fenol 2,7 1,0 47531
3 - N,N-DMA 4.1 1,0 60500
4 — Naftaleno 6,1 0,9 63177
5 -Acenafteno 8,6 0,9 65448

6.3.3 Avaliacao cromatografica com a mistura teste de Neue

A Figura 29 apresenta os cromatogramas obtidos na separagdo da mistura de Neue
et al®*, usando a FE Si-C8-uréia, a FE comerciais LiChrosphere® 100 RP8 nio capeada
(C8ne) e LiChrosphere® 100 RP8e capeada (C8e).

15
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i) fo 5
a g |13 4 o
4
S |1 3 5As 13 0 3
T S o
2 o 5 As23 g
[72] 1) a
o o S
Qo o o
[ ) @
[}] [0
< T o
0 5 10 15 20 0 10 20 30 0 5 10 15 20 25 30
Tempo - (min) Tempo - (min) Tempo - min

Figura 29 — Cromatogramas obtidos na separacao dos componentes da mistura de Neue.
Condigdes cromatogréaficas: volume de injecdo: 5 pL; FM: MeOH:20 mmol L' K,HPO4 pH
7,0 (65:35, v/v), vazdo: 0,8 mL min"; deteccdo UV a 254 nm; temperatura: 25 °C;
compostos: (1) uracila, (2) propranolol, (3) naftaleno, (4) acenafteno e (5) amitripitilina.

As Tabelas 11 e 12 apresentam os parametros cromatograficos obtidos na separacao
da mistura de Neue et al.**, usando a FE Si-C8-uréia e uma FE LiChrosphere® 100 RP8e
capeada comercial e uma FE LiChrosphere® 100 RP8 comercial ndo capeada. Nota-se que
na coluna contendo a FE Si-C8-uréia, os compostos foram separados com boa resolucao,
eficiéncia satisfatéria e baixo alargamento de pico, inclusive para os analitos basicos.

Tese de Doutorado 82



Tabela 11 - Parametros cromatograficos obtidos na separag¢do da mistura de Neue com a
FE Si-C8-uréia.

Si-C8-uréia (125 x 3,9 mm)

k N/m As Rs
Propranolol 208 20288 1,3 11,4
Naftaleno 355 48288 1,1 6,1
Acenafteno 670 56912 0,9 105
Amitriptilina 795 38864 13 2,7

Compostos

Tabela 12 - Parametros cromatograficos obtidos na separag¢ao da mistura de Neue com a
FE comercial LiChrosphere® 100 RP8 e LiChrosphere® 100 RP8e.

LiChrosphere® 100 RP8e LiChrosphere® 100 RP8
Compostos 125 x4,0 mm 125 x 4,0 mm
k N/m As Rs k N/m As Rs
Propranolol 2,4 16784 15 114 3,5 23440 1,6 14,8
Naftaleno 3,9 48016 1,2 52 5,8 Nd Nd 4.4
Acenafteno 7,6 57080 1,1 114 6,9 21640 Nd 1,8
Amitriptilina 17,2 35344 23 12,8 15,9 Nd 2,9 6,9

Nd — nao calculado

1.'° obtiveram valor de TF de 1,59 para a amitriptilina na separacdo da

/.101

Silva et a
mistura teste de Neue usando a FE C18-dimetil-uréia. Neue et a avaliaram a FE
Symmetry C18 e obtiveram valor de TF de 2,1 usando condigbes cromatograficas
semelhantes. Silva et al.'" obtiveram valor de TF de 1,67 para a amitriptilina na separacgéo
da mistura teste de Neue usando a FE C18-tiocarbamato e compararam com FE C18 néo
capeada, que forneceu TF de 5,23. A eficiéncia obtida com a coluna contendo a FE com
grupo polar foi maior quando comparada com a FE C18 comum.

Na FE C8 comercial capeada, todos os compostos foram bem separados com
eficiéncia, fator de assimetria e ordem de eluicdo similares a FE Si-C8-uréia, entretanto, o
composto basico amitriptilina apresentou tempo de retencdo e fator cauda maiores. As
melhores simetrias para os compostos basicos obtidas na fase Si-C8-uréia, comparada
com a FE C8e comercial pode ser atribuida a presenca do grupo polar uréia embutido na
cadeia alquila da FE, que promove a redugéo da atividade dos silanéis residuais'®3. Outra

explicagcdo que pode ser dada para a melhor separacdo com a FE Si-C8-uréia é o alto
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recobrimento da superficie e também o emprego de um silano monofuncional na
modificacdo da superficie da silica, evitando maior nimero de silandis residuais na
superficie da silica por hidrélise™.

Os compostos basicos amitriptilina, pka > 9,4 e propranolol da mistura teste de Neue
em pH 7,0 encontram-se protonados na forma BH" e podem interagir através da interacao
por troca iénica, com silandis residuais que devem estar desprotonados na forma de =SiO
1013 " Gonforme, mostrado na Figura 29, nas separacdes com as FE C8 comerciais, a
cauda resulta em interacao indesejavel entre os grupos silandis residuais da superficie da
silica e 0 composto basico.

Os valores de fator de assimetria para o propranolol e amitriptilina, obtidos na
separacao com a FE Si-C8-uréia, foram inferiores e melhores que os valores obtidos com
as FE C8 capeada e C8 nao capeada, devido a supressao da troca idnica pela reducao do
acesso ao silanol residual, conforme mostrado na Tabela 11. Observa-se que o fator de
assimetria € maior para a FE C8 comercial ndo capeada, que possui maior quantidade de
silandis residuais.

A coluna recheada com a FE LiChrosphere® 60 Select B foi avaliada na separagdo
dos compostos presentes na mistura de Neue®. A Figura 30 apresenta o cromatograma
obtido na separacdo da mistura teste de Neue® com a coluna recheada com a FE
LiChrosphere® 60 Select B e a FE Si-C8-uréia.
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Figura 30 — Cromatogramas obtidos na separacao dos componentes da mistura de Neue.
Condigdes cromatograficas: A) FE Si-C8-uréia, 60 x 3,9 mm e B) LiChrosphere® 60 Select
B, 60 x 3,9 mm; volume de inje¢do 5 pL; FM MeOH: K:HPO4 20 mmol L™ pH 7,0 (65:35,
v/v), vazdo: 0,6 mL; temperatura: 25 °C; min™; deteccdo UV: 254 nm; Compostos: (1)
uracil, (2) propranolol, (3) naftaleno, (4) acenafteno e (5) amitripitilina.
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Os valores dos parametros cromatograficos estdo apresentados na Tabela 13.
Observou-se que a amitriptilina apresentou fator de assimetria elevado e tempo de
retencao maior na coluna Select B que o obtido com a FE Si-C8-uréia de dimensdes de 60

X 3,9 mm.

Tabela 13 - Parametros cromatograficos obtidos na separag¢do da mistura de Neue com a
FE Si-C8-uréia e LiChrosphere® 60 Select B.

Si-C8-uréia, 60 x 3,9 mm Select B 60, x 3,9 mm
Compostos
N'm As Rs k N/m As Rs
Propranolol 21 16888 1,4 10,4 3,0 14856 NC 11,7
Naftaleno 36 41272 11 55 33 30816 NC 1,6
Acenafteno g7 50144 1,0 98 6,2 36296 1,0 8,4
Amitriptiina 80 29824 1,3 2,6 20,2 24680 1,8 14,3

* NC — Nao calculado.

A FE LiChrosphere® 60 Select B é considerada especifica para separacdo de
compostos de carater basico'%, com espessura de camada de 3,55 pumol m? e
porcentagem de carbono de 11,5 %. Estes valores sdo semelhantes aos obtidos neste
trabalho para a FE Si-C8-uréia de 3,2 umol m™ para recobrimento e 13,1 % de carbono. A
separacao obtida com a FE Si-C8-uréia apresentou melhor eficiéncia, menor assimetria
para o pico de amitriptilina e menor tempo de analise.

Dessa forma, a coluna preparada neste trabalho apresentou desempenho superior a
coluna comercial, LiChrosphere® 60 Select B, indicada para ser usada na andlise de
compostos basicos e também as colunas comercias LiChrosphere® 100 RP8 e
LiChrosphere® 100 RP8e utilizadas no teste. As separacdes obtidas com a FE Si-C8-uréia
apresentaram boa eficiéncia e resolugdo, picos simétricos com cauda reduzida,
principalmente para os compostos basicos e tempos de analise menores. Os melhores
resultados obtidos na separacao dos compostos basicos com a Fe Si-C8-uréia sdo devidos
a reducao da influéncia dos grupos silandis residuais, tanto pela presenca do grupo polar
quanto pelo processo de capeamento, que mudaram a superficie do suporte

cromatografico.
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6.3.4 Avaliacao cromatografica com a mistura teste de Engelhardt e
Jungheim
Na avaliacdo do desempenho cromatografico da mistura teste de Engelhardt e

Jungheim®?, Figura 31, foram obtidos bons resultados com a coluna de 125 x 3,9 mm

recheada com a FE Si-C8-uréia.

5 6

L \
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Figura 31 — Cromatograma obtido na separacédo da mistura teste de Engelhardt e Junheim:
Condig¢des cromatograficas: coluna:125 x 3,9 mm; FE Si-C8-uréia; FM: MeOH:H,O 55:45
(v/v) vazdo: 0,8 mL min™'; volume de injecdo: 5 pL; deteccdo UV a 254 nm e temperatura
de 40 °C; compostos: (1) uracila, (2) anilina, (3) fenol, (4) N,N-dimetilanilina, (5) tolueno, (6)
etilbenzeno.

Os parametros cromatograficos calculados para a mistura de Engelhardt foram Uteis
para avaliar, a partir dos fatores de retengdo do etilbenzeno e tolueno, a seletividade
hidrofébica da FE Si-C8-uréia (ticrz = Ketibenzeno/Ktolueno)- O valor do fator de separagao entre
o etilbenzeno e tolueno foi de agr = 1,66 e entre o tolueno e N,N-dimetilanilina foi de atpma
= 1,44. Estes valores mostraram que a FE contendo grupo polar uréia embutido na cadeia
carbénica seguida pelo capeamento contém um numero menor de silandis residuais, o que
diminuiu as interac6es destes grupos com 0s compostos basicos presentes na mistura. Os
valores para o fator de separacao entre etilbenzeno e tolueno e entre o tolueno e N,N-
dimetilanilina foram semelhantes aos obtidos por Silva et al'', utilizando uma coluna
recheada com FE contendo grupo carbamato embutido na cadeia alquila (agt = 1,66 e
orpma = 1,41). As eluigdes da anilina antes do fenol e N,N-dimetilanilina antes do tolueno e
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etilbenzeno sao considerados indicadores da reducao da atividade silanofilica, confirmada
pelo valor do fator de assimetria de 0,91 obtido para a N,N-DMA.

Nas Tabelas 14 e 15 sdo apresentados os parametros cromatograficos obtidos para
a separacdo dos compostos da mistura de Engelhardt e Junheim® com a FE Si-C8-uréia

de dimensodes de 125 x 3,9 mm.

Tabela 14 - Parametros cromatograficos obtidos para a FE Si-C8-uréia na separacao da
mistura de Engelhardt e Junheim.

Composto tr (Min) N/m As Rs

Uracila 1,5 21910 1,1 -
Anilina 2,4 36322 1,1 7,3
Fenol 3,4 34099 1,1 5,8
N,N-DMA 6,0 55665 0,9 7,9
Tolueno 8,0 62513 0,9 6,2
Etilbenzeno 12,3 62033 0,9 9,5

Tabela 15 — Parametros cromatograficos de avaliacao da mistura de Engelhardt e Junheim
obtidos com a FE Si-C8-uréia.

Vazao
(m L/mln) Keii Ky Koma Oletil/t Ol/DMA
08 750 450 3,13 1,66 1,44
1o 744 447 311 166 144

Os compostos da mistura teste de Engelhardt e Junheim foram separados com

eficiéncia e excelente assimetria, indicando a baixa atividade silanofilica da FE Si-C8-uréia.

6.3.5 Avaliacao cromatografica com a mistura teste de Tanaka

As separacdes obtidas com as misturas de Tanaka et al.>® fornecem valores de
parametros cromatograficos que sao importantes para caracterizar a nova FE
desenvolvida. Os cromatogramas obtidos na separacdo das misturas de Tanaka estado
apresentados na Figura 32 e alguns parametros cromatograficos obtidos com esta mistura
estdo na Tabela 16.
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Figura 32 — Cromatogramas obtidos na separacao dos compostos das misturas testes de
Tanaka na FE Si-C8-uréia, Condigdes cromatograficas: coluna 125 x 3,9 mm; FM vazao:
0,8 mL min™"; volume de injecdo: 5 uL; deteccdo UV a 254 nm e temperatura: 40 °C.

Tabela 16 - Parametros cromatograficos da FE Si-C8-uréia obtidas pelo protocolo de

Tanaka.

Fase

QlcH2

aT/0

Oc/p

OB/P pH 7.6

OB/P pH 2,7

Si-C8-uréia

2,1

1,4

1,5

0,27 3,8

*

(*) n&o foi possivel obter o parametro devido a coeluigdo da benzilamina e uracila.
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Nota-se no cromatograma da mistura |, Figura 32A, que os picos de butilbenzeno e
pentilbenzeno apresentaram boa separacdo. A eluicAo dos compostos presentes na
mistura | de Tanaka®® fornece informagdes sobre a hidrofobicidade (Kpentilbenzeno), @
seletividade hidrofdbica (ocHe) € a seletividade espacial (or0) da FE Si-C8-uréia.

O fator de separagéo (ocH2) para o pentilbenzeno (Kpentibenzeno) € butilbenzeno
(Koutibenzeno) representa a seletividade hidrofoébica da coluna devido a variagédo na retencao
causada por cada grupo CH; adicional e depende do recobrimento da superficie e também
do comprimento da cadeia alquila do silano. O valor obtido para a seletividade hidrofobica
da FE Si-C8-uréia, acnz igual a 1,4, se encontra dentro da faixa determinada para FE
comerciais a base de C8 e C18 quimicamente ligados a superficie de silica nua. Silva et
al.'" obtiveram valor para oche de 1,40 para FE C18 com grupo polar tiocarbamato. Euerby
e Petersson®® obtiveram resultados para acz de 1,26 e 1,32 para as FE XTerra RP8 e
Symmetry Shield RP8, respectivamente e classificaram estas FE com grupo polar
embutido que foram obtidas em apenas uma etapa de reacdo, como sendo de baixa
capacidade de troca ibnica, moderada hidrofobicidade e alta seletividade fendlica e
estérica.

A hidrofobicidade foi avaliada pelo valor do fator de retencdo para o composto
pentilbenzeno (Kpentibenzeno), Para a FE Si-C8-uréia que foi de 2,1. Este valor também se
encontra dentro da faixa determinada para FE comerciais a base de C8 e C18
quimicamente ligados a superficie de silica nua, entretanto um pouco inferior devido a
caracteristica mais polar do grupo uréia embutido na cadeia alquila quando comparado a
uma FE C8 comercial comum. O valor obtido para a FE Si-C8-uréia ficou proximo dos
resultados obtidos por Euerby e Petersson®® de 2,30 para a FE Symmetry Shield RP8 e
distante do valor 1,10 para a FE XTerra RP8. Como a avaliagdo da retencdo do
pentilbenzeno reflete as caracteristicas da densidade do ligante na superficie do suporte,
consequentemente, o recobrimento aponta que a FE Si-C8-uréia é mais semelhante a
Symmetry Shield RP8.

A seletividade espacial foi avaliada pelo fator de separacao (ar0) do o-terfenil,
composto ndo planar, e do trifenileno um composto altamente planar. A FE Si-C8-uréia
apresentou boa seletividade estérica devido a boa resolug¢ao obtida entre os picos o-terfenil
e trifenileno como pode ser observado pelo valor de aro 1,5 e semelhante aos resultados

obtido por Euerby e Petersson®® de oro de 1,73 e 1,87 para as FE XTerra RP8 e
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Symmetry Shield RP8, respectivamente. Silva et al.'' obtiveram valor para aro de 1,36
para FE C18 com grupo polar tiocarbamato.

A mistura Il do protocolo de Tanaka® fornece informagédo da capacidade de ligacdo
de hidrogénio da FE obtida pela razao entre os fatores de retencao da cafeina e do fenol
(acp). Este teste mostra poucas interacées de ligacao de hidrogénio entre cafeina e os
grupos silandis residuais presentes na superficie da silica. Os compostos foram bem
separados na FM sem tampéao, como pode ser visto na Figura 32B, com valor de acp de
0,27 similar aos resultados obtidos por Euerby e Petersson® de acp de 0,30 e 0,27 para
as FE XTerra RP8 e Symmetry Shield RP8, respectivamente. Silva et al.'’ obtiveram valor
para acp de 0,43 para FE C18 com grupo polar tiocarbamato. A menor retencao da cafeina
e sua eluicdo antes do fenol na FE Si-C8-uréia indica uma baixa atividade dos grupos
silanois obtida através do processo de capeamento ou devida a protecao dos silandis pelos
grupos uréias embutidos na cadeia carb6dnica. A maior retengdo do fenol sugere uma alta
atividade de ligacdo de hidrogénio, devida a maior eletronegatividade do atomo de
nitrogénio presente no grupamento uréia embutido na cadeia carbénica.

As misturas Ill e IV do protocolo de Tanaka®® foram separadas na FE Si-C8-uréia,
Figura 32C e 32D, que permitiram a determinacao da atividade silanofilica total e da acidez
dos grupos silandis residuais da fase, respectivamente. As misturas sdo constituidas de
uma base forte (benzilamina, pKa 9,4) e um composto acido (fenol) que sdo analisados em
FM tamponadas, fosfato 20 mmol L', com valores diferentes de pH, (mistura lll: pH 2,7 e
mistura IV: pH 7,6). Na FM com pH de 2,7, os grupos silandis nao estao dissociados,
enquanto a benzilamina esta protonada e carregada positivamente. Analisando as
separacoes em pH 2,7, apresentada na Figura 32C, conclui-se que a interacdo de troca
ibnica nao ocorre e que a benzilamina protonada elui juntamente com o composto uracila,
usado como composto ndo retido. Euerby e Petersson® obtiveram resultados para ogp
entre 0,02 a 0,31 para todas as FE avaliadas e de 0,07 e 0,04 para as FE XTerra RP8 e
Symmetry Shield RP8, respectivamente. Estes resultados também indicam que o
composto benzilamina ndo apresentou retencao satisfatéria.

Na separacdo da mistura IV de Tanaka®® em pH 7.6, Figura 32D, os grupos silanéis
devem estar desprotonados (Si-O’) e, podem, desta forma, interagir com a benzilamina
protonada, aumentando as interacdes de troca ibnica indesejaveis. O valor de ogp obtido,

3,81, indica boa separacao entre os compostos. O valor do fator de assimetria para a
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benzilamina de 1,8 indica que possivelmente pode estar ocorrendo interacdo com o0s
silandis residuais, entretanto, de forma geral, pode-se considerar que o capeamento e o
grupo uréia embutido possuem funcao de protecdo dos grupos silandis. Estes resultados
sd0 comparaveis aos obtidos por Silva et al.'' de agp de 2,5 e fator de assimetria de 1,2
para benzilamina na separacdo da mistura teste de Tanaka com a FE com grupo polar
tiocarbamato embutido na cadeia alquila C18.

6.4 Avaliacao da Estabilidade Quimica da FE

Os parametros cromatograficos utilizados para monitorar o comportamento da coluna
Si-C8-uréia durante o estudo de estabilidade foram: eficiéncia (N/m), fator de retencéo (k),
fator de assimetria (Ag) e resolucédo (Rs).

Os resultados obtidos no teste de estabilidade para a coluna Si-C8-uréia de
dimensodes de 125 x 3,9 mm estdo apresentados nas Figuras 33 a 36.
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Figura 33 — Gréfico para a avaliagdo do fator de retengdo na estabilidade da FE Si-C8-
Uréia.

A retencdo do naftaleno durante o teste de estabilidade é uma boa medida da
hidrofobicidade da FE. O fator de retencao para amitriptilina e propranolol sdo conhecidos
por serem influenciados pela presenca dos grupos silandis residuais em pH 7,0, e ser Uutil
para medir a populagdo destes grupos na superficie da silica durante o estudo de
estabilidade.
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Através da avaliacdo da Figura 33, verifica-se que os fatores de retengdo para os
compostos da mistura teste, apresentaram pequenas alteracbes até a passagem de
aproximadamente 14500 mL de FM. Houve um pequeno aumento nos fatores de retencéao
para os compostos basicos propranolol e amitriptilina, que pode ser indicativo do aumento
no numero de silandis residuais com uma maior interacdo com 0s compostos basicos.
Estes resultados podem representar um inicio da degradacao da FE.

A partir da avaliagdo da Figura 34, observa-se que os valores do fator de assimetria
sofreram um ligeiro declinio, seguido de um aumento, que foi mais pronunciado para o
composto amitriptilina em virtude do acréscimo das interagcées dos grupos silanéis com o
analito basico, em especial a amitriptilina, fazendo com que esse composto ficasse mais
retido na FE. Os resultados indicam que pode ter ocorrido um aumento no namero de
silandis residuais devido ao processo de lixiviagdo e dissolugado da silica, com possivel
alteracdo no leito cromatografico e também a perda do agente sililante pelo volume

excessivo de fase mével eluida pela coluna.
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Figura 34 — Gréfico para a avaliagdo do fator de assimetria na estabilidade da FE Si-C8-
Uréia.

Para uma melhor avaliacdo da estabilidade da FE se faz necessario calcular a
eficiéncia, Figura 35, que diminuiu apds a passagem de 5000 mL de FM. O declinio da
eficiéncia da coluna é indicativo de uma possivel alteracdo no leito da coluna, causada
provavelmente pela dissolucao da silica.
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Figura 35 — Gréfico para a avaliacao da eficiéncia na estabilidade da FE Si-C8-Uréia.

A avaliacdo da resolugao, Figura 36, mostra que possivelmente devido ao aumento
do alargamento dos picos, em virtude de uma maior interacao do analito com a FE, houve
uma reducao significativa na resolugdo entre os compostos até a passagem de 7000 mL
de FM. Apéds esse volume houve uma estabilizacao de resolugéo.
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Figura 36 — Gréfico para a avaliacao da resolucéo na estabilidade da FE Si-C8-Uréia.

Tese de Doutorado 93



Apesar das alteragdes nos parametros cromatograficos observados durante o estudo
de estabilidade da FE Si-C8uréia, os resultados foram satisfatérios uma vez que foi
utiizada uma FM com presenca de tampao fosfato que pode acelerar a hidrélise e
dissolucdo da silica, quando comparado a outras FM preparadas apenas com agua €
modificador orgéanico. Os resultados obtidos no estudo de estabilidade da FE Si-C8-uréia

foram semelhantes aos obtidos por Silva et al.,**

na avaliacdo da estabilidade da FE C18
uréia utilizando a mistura teste de Neue até a passagem de 20000 volumes de FM.

As FE contendo grupo polar embutidos podem apresentar um maior grau de
hidratacdo devido a habilidade dos grupos polares de manter ligagcdes de hidrogénio com
as moléculas de agua e, provavelmente, a superficie da silica esteja mais susceptivel as
interacdes com os anions fosfatos da FM®. Desta forma, a hidrélise das ligacées siloxanos
pode ser facilitada, aumentando a solubilidade da silica, e o uso de tampdes, como o
fosfato, deve ser evitado para que o tempo de vida util da FE com grupo polar seja maior.

Outro fator importante foi a utilizagcdo de compostos basicos presentes na mistura de
Neue como a amitriptilina e propranolol que podem interagir com os silandis residuais da
superficie da silica. Os resultados obtidos comprovaram o bom desempenho da FE Si-C8-

uréia no estudo de estabilidade.

6.5 Conclusao

O método de preparacao do novo agente sililante monofuncional forneceu uma nova
FE contendo grupo polar do tipo uréia inserido na cadeia organica C8. Os resultados
obtidos com os testes de caracterizacdo de analise elementar, infravermelho, RMN C, 'H,
2Si confirmaram que o agente sililante foi preparado e imobilizado com sucesso na
superficie da silica. A reacdo de capeamento da FE Si-C8-uréia foi confirmada pelos testes
de caracterizacdo de andlise elementar, infravermelho, RMN '3C e #Si. O processo de
capeamento permitiu uma menor interacdo dos compostos basicos presentes nas
amostras com os silandis residuais, que foram parcialmente bloqueados com a mistura de
TMCS/HMDS. A FE Si-C8-uréia mostrou-se eficiente na separagdo de misturas testes de
hidrocarbonetos aromaticos, Neue, Engelhardt e Tanaka. Entre estes compostos, os
farmacos basicos como a amitriptilina e propranolol foram separados com melhor ou
semelhante eficiéncia e simetria quando comparadas & FE comerciais LiChrosphere® 60
Select B e LiChrosphere® 100 RP8 e RP8e. Nas separacdes realizadas com a FE Si-C8-
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uréia, os picos eluiram em menor tempo, comparada as FE C8 comerciais, proporcionando
corridas mais rapidas, com possibilidade do uso de FM com maior proporcdo aquosa e,
como consequéncia a economia de modificador organico e menor quantidade de residuo
formado. A FE apresentou eficiéncia semelhante na separacédo de misturas testes quando
comparada a outras FE com grupo polar embutido. O teste de estabilidade mostrou que a
coluna recheada com a FE Si-C8-uréia pode ser usada até cerca de 7000 volumes de
coluna, sem que a eficiéncia sofra alteracao significativa, com fator de assimetria de pico

dentro de valores aceitaveis.
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Capitulo IV

Aplicacao da FE na Separacao de Farmacos e Outros
Compostos Presentes em Formulacoes Farmacéuticas
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1. Introducao

A FE C8-uréia foi avaliada na separacdo de compostos com caracteristicas acidas e
principalmente basicas, com relacdo a interacao desses compostos com os grupos silanois
residuais presentes na superficie da silica. As separacoes foram realizadas com o objetivo
de aprimoramento dos métodos farmacopéicos, visando a redugcao ou até eliminacao do
uso de tampao e também para verificar a aplicabilidade da FE Si-C8-uréia na separacao de
farmacos em métodos farmacopéicos. A aplicacdo na separagdo do composto ativo em
produtos farmacéuticos avaliou a possibilidade da separacédo dos ativos na presencga de
interferentes como 0s excipientes e impurezas.

Os compostos avaliados foram principalmente farmacos no estado puro, mas também
em produtos farmacéuticos como capsulas, comprimidos, cremes, xaropes € solucdes
orais. Os farmacos avaliados foram: furoato de mometasona em creme, clonazepam e
compostos relacionados em comprimidos, clortalidona em comprimidos, mistura de
alquilparabenos, dropropizina em xarope, mistura de paracetamol, cafeina e &acido
acetilsalicilico, mistura de cefalexina, prilocaina e amitriptiina e mistura de

benzodiazepinicos.

2. Parte Experimental
2.1. Materiais
2.1.1. Equipamentos

+ Cromatografo a liquido, Shimadzu, composto de uma bomba de alta pressao,
Shimadzu modelo LC-10 AD; detector espectrofotométrico de absorcdo no UV-Vis de
comprimento de onda variavel, Shimadzu modelo SPD-10 AV; valvula de injecéo (alca
de amostragem 5 ulL), Rheodyne modelo 8125; Software usado para aquisicao de
dados ChromPerfect for Windows 3.52.

+ Cromatografo a liquido, Merck-Hitachi Elite, composto de uma bomba de alta pressao
de quatro canais L-7130, forno Merck-Hitachi L-2300, injetor automatico Merck-Hitachi
L-2200, detector por arranjo de diodo Merck-Hitachi L-2450 e software EZChrom .

2.1.2. Reagentes
- Acetonitrila, grau HPLC, Tedia.
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- Acido Acetilsalicilico, doado pela Medley.
-Agua deionizada, Milli-Q.

- Alprazolam, doado pela Medley.

- Butilparabeno p.a., Merck.

- Cafeina p.a., Aldrich.

- Cefalexina, doado pela Medley.

- Clonazepam, doado pela Sintefina.

- Clonazepam Composto Relacionado A, Padrao USP.
- Clonazepam Composto Relacionado B, Padrao USP.
- Cloridrato de Amitriptilina, doado pela Medley.
- Clordiazepéxido, doado pela Medley.

- Clortalidona, doado pela Medley.

- Diazepam, doado pela Medley.

- Dropropizina, doado pela Medley.

- Etilbenzeno p.a., Merck.

- Etilparabeno p.a., Merck.

- Furoato de Mometasona, doado pela Medley.
- Metanol, grau HPLC, Tedia.

- Metilparabeno p.a., Merck.

- Paracetamol, doado pela Medley.

- Prilocaina, doado pela Medley.

- Propilparabeno p.a., Merck.

- Tetraidrofurano, grau HPLC, Tedia.

- Trietilamina p.a., Merck.

2.1.3. FE e colunas comerciais

- Lichrosorb® 60 Select B, Merck, FE constituida por particulas esféricas, diametro médio
de 5 um e dimenséao da coluna de 60 x 3,9 mm de d.i..

- Lichrosorb® 100 RP8, Merck, FE constituida por particulas esféricas, diametro médio de 5
um e dimensao da coluna de 125 x 4,0 mm de d.i..

- Purospher Star® RP8e, Merck, FE constituida por particulas esféricas, diametro médio de

5 um, capeada e dimensao da coluna de 125 x 4,0 mm de d.i..
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A estrutura para a FE Purospher Star® RP8e é semelhante a apresentada na Figura
13 para a FE LiChrosphere® 100 RP8e.

2.1.4. Placebos utilizados

Nas separacoes cromatograficas dos farmacos em medicamentos realizadas com a
FE Si-C8-uréia foram usados placebos para avaliacido da seletividade do método. Os
placebos das formas farmacéuticas sélida (comprimido), semi-sélidas (creme e pomada) e
liquidas (xarope, suspensao e solugéo) estao descritos a sequir:

Os comprimidos estudados apresentavam em suas composi¢coes 0Ss seguintes
compostos: amido, celulose microcristalina, estearato de magnésio, dioxido de silicio
coloidal e talco. As capsulas gelatinosas apresentavam como composi¢cdo principal a
gelatina e os demais excipientes usados estavam incluidos nos excipientes dos
comprimidos. Os compostos presentes como excipientes no xarope e suspensao foram:

sorbitol 70% m/v, acucar liquido, metilparabeno, conservante e EDTA.

3. Métodos
3.1. Separacao de furoato de mometasona em creme

A FE Si-C8-uréia foi aplicada na separacao do composto furoato de mometasona, um
corticéide sintético que age combatendo a inflamacéo e a coceira, cuja estrutura encontra-
se na Figura 37. O medicamento & comercializado na forma farmacéutica de creme (1
mg/g de creme) e para esse estudo, um placebo contendo todos os excipientes presentes
no creme foi preparado para avaliar as suas possiveis interferéncias, sendo 0s principais
componentes do placebo: cera emulsificante ndo idnica, edetato dissodico diidratado,
fenoxietanol, metilparabeno, etilparabeno, propilparabeno, butilparabeno, petrolato branco,
petrolato liquido, propilenoglicol e 4gua deionizada.

Os compostos foram separados empregando colunas de 60 x 3,9 mm e de 125 x 3,9
mm, FM metanol:4gua 65:35 v/v a uma vazéo de 0,6 mL min™', para coluna de 60 mm e
vazdo de 1,0 mL min™ para coluna de 125 mm, temperatura de 25 °C, volume de injecdo
de 5 uL e deteccao a 254 nm. A solucéo padrao foi preparada pela solubilizacao e diluicdo
em FM para obtencao de uma solugéo de concentracao de 0,03 mg/mL. A solucdo amostra
foi preparada pela transferéncia de 1,5 gramas do creme para um tubo de plastico
apropriado de 50 mL, adicionando 40 mL de etanol, aquecido a 50 °C para extracao do
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farmaco®, seguida de agitacdo por 15 minutos em vortex e transferéncia para baldo
volumétrico de 50 mL e diluigao em FM.

Uma separacdo comparativa utilizando as mesmas condi¢cdes cromatograficas, a
vazdo de 1,0 mL min™, foi realizada em uma coluna comercial Purospher Star® RP8
capeada e também em uma coluna de 60 x 3,9 mm recheada com a FE Lichrosorb® 60
Seletc B Merck.

Figura 37: Estrutura quimica do furoato de mometasona.

3.2. Separacao da mistura de clonazepam e compostos relacionados

O clonazepam é um benzodiazepinico, utlizado no tratamento de ansiedade e
depressao, muito suscetivel a decomposicdo, sendo que 0s seus principais produtos de
decomposicdo sdo o0s compostos relacionados A  (3-amino-4-(2-clorofenil)-6-
nitrocarbostiril) e B (2-amino-2-cloro-5-nitrobenzofenona)®. O método desenvolvido para a
separagao de uma mistura constituida do farmaco clonazepam e compostos relacionados,
Figura 38, utilizou uma coluna de 125 x 3,9 mm, recheada com a FE Si-C8-uréia, FM
ACN:H20 60:40 v/v; vazdo: 0,8 mL/min"; volume de injecdo: 5 pL; deteccdo UV a 254 nm

e temperatura de 25 °C.

Clonazepam Composto Relacionado A Composto Relacionado B

Figura 38 - Estrutura quimica do farmaco clonazepam e compostos relacionados A e B.
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As amostras e os padrbes foram preparados usando a FM como diluente, seguida
de agitacdo por 15 minutos, para obter uma solugéo na concentragéo de 0,1 mg mL™.

Para avaliacdo do método desenvolvido, foi realizada a separacdo dos compostos
usando as condicdes cromatograficas do método descrito na Farmacopéia Americana®,
USP 32, FM metanol:tetraidrofurano:tampao fosfato de aménio pH 8,0 52:13:60 (v/v/v) a
uma vazdo de 1,0 mL min, volume de injecdo: 5 uL; deteccdo UV a 254 nm e
temperatura: 25 °C. Uma separacdo comparativa utilizando as mesmas condicoes
cromatograficas, vazdo de 1,0 mL min™, foi realizada utilizando uma coluna comercial
Purospher Star® RP8e capeada e também em uma coluna LiChrosorb® 100 RP8 nao

capeada, de dimensdes de 125 x 4,0 mm.

3.3. Separacao da mistura de alquilparabenos

Uma mistura de conservantes composta por uma série de quatro compostos
parabénicos, metil- (23,0 mg L™), etil- (25,0 mg L), propil- (28,0 mg L) e butil-parabeno
(20,0 mg L™), Figura 39, foi usada na avaliagdo da FE Si-C8-uréia. A mistura foi obtida a
partir da solubilizacdo dos compostos na FM. Os compostos foram separados empregando
colunas de 125 mm x 3,9 mm e de 60 x 3,9 mm, recheadas com a FE Si-C8-uréia, FM
acetonitrila:agua (50:50 v/v) a uma vazdo de 0,6 mL min™ para coluna de 60 mm e 0,8 mL
min™ para coluna 125 mm, temperatura de 25 °C, volume de injecdo de 5 uL e deteccdo a
254 nm. As separacdes também foram realizadas em FE comerciais Purospher Star®
RP8e capeada e coluna Lichrosorb® 100 RP8 ndo capeada, de dimensdes de 125 x 4,0

mm.
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Figura 39 - Estrutura quimica dos alquilparabenos.
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3.4. Separacao da mistura de paracetamol, cafeina e acido acetisalicilico

O farmaco de carater acido, 4cido acetilsalicilico (15 mg L), e outros dois fracamente
basicos, paracetamol (25 mg L") e cafeina (25 mg L"), Figura 40, foram separados
empregando uma coluna de 125 mm x 3,9 mm recheada com a FE Si-C8-uréia, FM
metanol:agua pH 2,5 30:70 v/v, a uma vazdo de 0,6 mL min”, temperatura de 25 °C,
volume de injecdo de 5 pL e detecgédo a 254 nm. A mistura com os padrdes dos compostos
foi obtida a partir da solubilizacdo dos mesmos na FM.

Uma separacdo comparativa utilizando as mesmas condicées cromatograficas foi

realizada em uma coluna comercial Purospher Star® RP8e capeada de 125 mm x 4,0 mm.

CH
0

R

Lo el Y

Acido acetilsalisilico Paracetamol CH?’

Cafeina

Figura 40 - Estrutura quimica do acido acetilsalicilico, paracetamol e cafeina.

3.5. Separacao da dropropizina em xarope

O farmaco dropropizina, 3-(4-fenil-1-piperazinil)1,2-propandiol, agente antitussigeno,
usualmente utilizado em xaropes na concentracao de 3 mg/mL, Figura 41, foi separado dos
demais constituintes do xarope utilizando a nova FE preparada. O xarope de dropropizina
apresentava 0s seguintes constituintes: acucar granulado, sorbitol, acido benzdico,
benzoato de sodio, alcool etilico 96° GL, corante amarelo F.D.C. n? 6, esséncia de laranja,
acido citrico, glicerol e agua purificada.

A solucédo padrao e a amostra foram preparadas a partir da solubilizacdo e diluicao
em FM para obtencdo de uma concentracdo de 0,1 mg L. A solugdo amostra foi agitada
por 30 minutos, em agitador mecénico, para assegurar a homogeneidade da solucao,
seguida da diluicao em FM.

Na separacao foi utilizada uma coluna de 125 x 3,9 mm, recheada com FE Si-C8-

uréia, FM contendo uma mistura de tampao pH 3,0 ajustado com TEA e metanol na
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proporgdo de 95:5 v/v, a uma vazdo de 1,0 mL min™, temperatura de 30 °C, volume de

injecao de 5 uL e deteccao a 254 nm.

Figura 41 - Estrutura quimica da dropropizina.

3.6. Separacao de clortalidona em comprimidos

A FE C8-uréia foi aplicada na separacdo de clortalidona (20,0 mg L) em
comprimidos. A clortalidona € um diurético utilizado principalmente no tratamento de
hipertencao arterial e insuficiéncia cardiaca congestiva. O farmaco clortalidona, Figura 42,
foi separado empregando uma coluna de 125 mm x 3,9 mm recheada com a FE Si-C8-
uréia, FM metanol:agua 35:65 v/v, a uma vazao de 1,0 mL min”', temperatura de 25 °C,
volume de injegdo de 5 pL e deteccdo a 220 nm. A partir do placebo contendo os
excipientes lactose, estearato de magnésio, talco, amido e corante, foi preparada uma
solugéo para verificacao dos interferentes na separagéo da clortalidona. A solugdo amostra
foi preparada a partir da pesagem de 20 comprimidos, maceracao em grau de porcelana
com auxilio de pistilo até a obtencdo de um po6 fino e homogéneo, seguida da pesagem do
equivalente a 40 mg de clortalidona. O material pesado foi transferido para baldo
volumétrico de 200 mL, adicionado cerca de 100 mL de FM e o baldo agitado por 30
minutos. ApGs esse periodo, o volume do baldo foi completado com a FM e uma aliquota
de 10,0 mL foi transferida para balao volumétrico de 100 mL, seguida da diluicdo com FM.
A solucdo amostra apresentou a concentracdo de 20,0 mg L™.
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Figura 42 - Estrutura quimica da clortalidona.
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3.7. Separacao de uma mistura de cefalexina, prilocaina e amitriptilina

A aplicacdo da FE Si-C8-uréia foi avaliada na separacdo de uma mistura de
compostos de caracteristicas basicas: cefalexina (25 mg L), prilocaina (15 mg L) e
amitriptilina (15 mg L"), Figura 43. Os farmacos foram escolhidos por apresentarem na
estrutura quimica o grupamento amina, de caracteristica basica, que pode facilitar a
interacdo do composto com o0s grupos silanois residuais da silica, avaliando a
aplicabilidade da nova FE preparada. Os compostos foram separados empregando
colunas de dimensdes de 125 x 3,9 mm e 60 x 3,9 mm recheadas com a FE Si-C8-uréia,
FM metanol:agua pH 7,0 65:35 v/v, a uma vaz&o de 0,7 mL min”', temperatura de 25 °C,
volume de injecao de 5 uL e deteccdo a 254 nm. A solugéo padrao foi preparada a partir da

solubilizacao e diluicdo em FM para obtencao da concentragdo desejada de cada farmaco.

OH
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Amitriptilina Cefalexina Prilocaina

Figura 43 - Estrutura quimica da amitriptilina, cefalexina e prilocaina.

As separacdes também foram realizadas utilizando uma coluna comercial Purospher
Star® RP8 capeada ® e uma coluna Lichrosorb® 100 RP8 ndo capeada de dimensdes de

125 x 4,0 mm, com a mesma FM e vazao de 1,0 mL min™.

3.8. Separacao de uma mistura de benzodiazepinicos

A FE Si-C8-uréia foi aplicada na separacao de uma mistura de benzodiazepinicos,
compostos de caracteristicas basicas que podem ter interacdo com os grupos silandis
residuais da silica. A amostra foi preparada a partir de uma mistura dos farmacos
alprazolam (10 mg L), clordiazepéxido (15,0 mg L"), clonazepam (12 mg L") e diazepam
(10,0 mg L), Figura 44, diluidas em FM. Para separacdo empregaram-se colunas de 125
x 3,9 mm e de 60 x 3,9 mm, recheadas com a FE Si-C8-uréia, FM acetonitrila:agua 40:60
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v/v, a uma vazdo de 0,6 mL min”, temperatura de 25 °C, volume de injecdo de 5 pL e

deteccdo a 254 nm.

Me N o H3C\' o
\( \N N
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Alprazolam Clordiazepo6xido Clonazepam Diazepam

Figura 44 - Estrutura quimica dos benzodiazepinicos.

4. Resultados e discussao
4.1. Separacao de furoato de mometasona em creme

A FE Si-C8-uréia foi usada na separacdo de furoato de mometasona, potente

antiinflamatério glicocorticoide'®

, presente em creme e comparada com uma coluna
comercial contendo FE C8. A FE Si-C8-uréia separou o composto ativo dos demais
excipientes contidos no creme com picos simétricos, boa resolucéo e eficiéncia, conforme

pode ser visualizada nos cromatogramas da Figura 45.

1
g g 1 5 1
: :
3 g 3
7 T T T o o 2 4 & & 10 12 o 2 4 6 8 10 12
Tempo - min Tempo - min Tempo - min
Padréo de Furoato de Amostra creme Coluna Si- Amostra creme Coluna C8
Mometasona Coluna Si-C8- C8-uréia Select B
uréia

Figura 45 — Cromatogramas obtidos na separacao de furoato de mometasona nas colunas
Si-C8-uréia 60 x 4,0 mm e coluna Select B 60 x 4,0 mm; Condigbes cromatograficas:
volume de inje¢do: 5 pL; FM MeOH: HO (65:35 v/v); vazdo: 0,6 mL min™'; deteccdo UV a
254 nm e temperatura: 25 °C Composto 1 — furoato de mometasona.
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A separacao obtida com a coluna recheada com a FE Si-C8-uréia foi bastante similar
em relacao ao tempo de retencao, eficiéncia, simetria e resolucdo quando comparada
com a separagao obtida com a coluna C8 comercial Lichrosorb® 60 Select B.

A Tabela 17 apresenta a média dos valores obtidos para os parametros

cromatograficos na separacao de furoato de mometasona usando a FE Si-C8-uréia.

Tabela 17 — Parametros cromatograficos obtidos na separacao de furoato de mometasona.

Furoato Mometasona Furoato Mometasona
Coluna Padrdo Creme
k N/m (m")  Ag k N/m (m™) As
Lichrosorb Seleci
B 60 x 4,0 mm 6,5 44950 1,0 6,5 45300 1,0
Si-C8-uréia 60
X 4,0 mm 7,3 41717 0,9 7,2 45733 0,9

As condi¢gdes aqui propostas com a coluna de 60 x 3,9 mm recheada com a FE Si-
C8-uréia podem ser aplicadas na separacao tanto em matéria-prima quanto em produto
acabado e mostrou resultados semelhantes aos obtidos pelo método da Farmacopéia
Americana®. A separacgdo obtida com a FE Si-C8-uréia mostrou bons resultados para os
parametros cromatograficos, similares aos obtidos em outras separac¢des disponiveis na

literatura. Teng et al.'®

obtiveram separacao satisfatéria do furoato de mometasona e seus
produtos de degradacao em formulacdes farmacéuticas e fluidos biol6gicos, usando coluna
recheada com FE C8 (Ultraspher Octil) e FM contendo MeOH:H,O 59:41, v/v com
deteccdo UV a 248 nm. Shaikh et al.'® realizaram a separacdo simultanea de furoato de
mometasona, clorocresol e acido fusidico em formulagbes farmacéuticas de creme,
utilizando coluna recheada com FE C8 (Symmetry C8) e FM ACN:tampao acetato de

amonio 45:55 v/v, com deteccao UV a 240 nm, obtendo boa resolugao e picos simétricos.

4.2. Separacao da mistura de clonazepam e compostos relacionados

O método atualmente descrito na Farmacopéia Americana® para determinacédo do
clonazepam e os compostos relacionados sugere o uso de FM tamponada em mistura
com metanol e tetraidrofurano. Para verificar a aplicabilidade da FE Si-C8-uréia foi

desenvolvido um novo método de analise com FM sem tampdo, usando apenas o
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modificador organico. Uma comparacao entre a FE Si-C8-uréia com outras colunas C8 foi
realizada para avaliar a capacidade de separacdo da nova FE preparada. A Figura 46
apresenta os cromatogramas das separagdes obtidas com a coluna Si-C8-uréia e com as
colunas comerciais recheadas com as FE Lichrosorb® 100 RP8e (C8e) e Lichrosorb® 100

RP8 (C8ne) e na Tabela 18 estdo os parametros cromatograficos.

al

T T T T : : : :
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
Tempo - min Tempo - min

Resposta do Detector
w

Resposta do Detector

Resposta do Detector

Tempo - min

Figura 46 — Cromatogramas obtidos na separacdo de clonazepam (1) e compostos
relacionados A (2) e B (3). Condicoes cromatograficas: volume de injecdo: 5 uL; colunas
Si-C8-uréia 125 x 3,9 mm (A), C8e 125 x 4,0 mm (B), C8ne 125 x 4,0 mm (C); FM
ACN:H,0 60:40; vazdo: 0,8 mL min™'; deteccdo UV a 254 nm e temperatura: 25 °C.

Tabela 18 — Parametros cromatograficos obtidos na separagdo do clonazepam e
compostos relacionados.

Compostos
Clonazepam  Composto Relacionado A Composto Relacionado B

Coluna tr N/m As tr N/m As Rsa ir N/m As Rsb
(min) (m™) (min) (m™) (min) (m™)
Si-C8-uréia 3,9 52080 1,0 6,5 59176 1,0 10,2 94 65416 09 83
C8e* 3,0 34432 12 39 38440 12 43 65 47240 15 9,4

C8ne* 27 5360 13 35 5816 1,3 1,7 55 6744 22 3,1

a — resolucao em relagcao ao pico do clonazepam e o composto relacionado A; b —
resolucao em relacdo ao composto relacionado B e composto relacionado A.* Coluna
comercial.

A Farmacopéia Americana® sugere o valor de resolucdo acima de 2,0 entre os
compostos relacionados e fator de assimetria menor que 1,5. Os valores obtidos nas
colunas recheadas com a FE Si-C8-uréia e Lichrosorb® 100 RP8e (C8e) estdo de acordo
com esta especificagéo.

Para avaliar a eficacia do método desenvolvido empregando a FE Si-C8-uréia e FM

ACN:H.O 60:40 v/v foi feita a comparacdo com o método descrito na Farmacopéia
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Americana®, utilizando uma coluna comercial Lichrosorb® 100 RP8e capeada. O método
descrito pela USP utiliza FM composta por metanol, tetraidrofurano e tampao fosfato. A
Figura 47 apresenta o cromatograma da separacao cromatografica obtida com a coluna
comercial C8. Pode-se observar que apesar de utilizar uma vazdo maior, 1,0 mL min™, a
separacao ocorreu em tempos de retengcdo maiores, o que mostra a superioridade da FE
Si-C8-uréia. O método desenvolvido apresentou eficiéncia de separagao similar ao
método farmacopéico, com a vantagem de nao usar tampao na composicao da FM.

Clonazepam

Comp Rel B

Resposta do Detector

Comp Rel A

T T T T
0 5 10 15 20

Tempo - min

Figura 47 — Cromatograma obtido na separagéao de clonazepam e compostos relacionados.
Condicbes cromatograficas: volume de injecdo 5 uL; coluna RP8e 125 x 4,0 mm; FM:
metanol:tetraidrofurano:tampéao fosfato de aménio pH 8,0 52:13:60 (v/v/v); vazado 1,0 mL
min"'; deteccdo UV a 254 nm e temperatura 25 °C.

4.3. Separacao da mistura de alquilparabenos

A separacao de farmacos com caracteristicas apolares também foi avaliada na FE
Si-C8-uréia. Uma mistura de alquilparabenos, conservantes comumente encontrados
em formulacdes farmacéuticas, foi utilizada para comparar a separacdo em colunas
recheadas com a nova FE Si-C8-uréia e colunas comerciais C8 capeada e C8 nao
capeada. Os cromatogramas obtidos na separacao estdo apresentados na Figura 48.

As FE Si-C8-uréia e C8e apresentaram boa separagdo com resolucao adequada e
picos simétricos para os quatro compostos (As 1,0 a 1,2), com tempos de andlise
inferiores a 6 minutos na FE C8e e a 9 minutos na FE Si-C8-uréia. A separacao desses
compostos na FE Si-C8-uréia usando uma FM acetonitrila:dgua mostrou a boa
seletividade da coluna. A separacédo obtida com a fase RP8 ndo capeada apresentou
picos com caudas para os quatro compostos (As > 1,5) e baixa resolugcdo comparada aos
valores obtidos com a FE Si-C8-uréia.
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Figura 48 — Cromatogramas obtidos na separacdo de alquilparabenos. Condicoes
cromatograficas: volume de injecdo: 5 uL; coluna Si-C8-uréia 125 x 3,9 mm (A), C8e 125 x
4,0 mm (B); C8ne 125 x 4,0 mm (C); FM: ACN:H,0 50:50 v/v; vazdo: 0,8 mL/min; deteccao
UV a 254 nm e temperatura: 25 °C, Compostos: 1-metil, 2-etil, 3-propil e 4-butilparabeno.

A nao protecao do silanol residual provavelmente influenciou na separacdo, com
eficiéncia reduzida e picos assimétricos obtida com a FE C8 nao capeada. O pico que elui
antes do metil parabeno no cromatograma da Figura 48C é devido a um contaminante da
analise. A Tabela 19 apresenta um resumo dos parametros cromatograficos obtidos na
separacao de alquilparabenos com a FE Si-C8-uréia.

Tabela 19 — Parametros cromatograficos obtidos na separacao de alquilparabenos.

Coluna Composto tg (min)  As 10% N/m Rs
Coluna C8- Metilparabeno 3,4 1,0 48852
uréia Etilparabeno 4.4 1,0 54016 5,2

125 x 3,9 mm Propilparabeno 5,8 1,0 58796 6,5
Butilparabeno 8,4 1,0 62720 7,2

Coluna RP8e  Metilparabeno 2,3 1,2 29712
125 x 4,0 mm  Etilparabeno 2,8 1,2 31192 3,1
Propilparabeno 3,6 1,2 32872 4,0

Butilparabeno 4,8 1,2 33896 4,7

Coluna RP8 ne Metilparabeno 1,8 7416
125x 4,0 mm  Etilparabeno 2,2 9120 1,3
Propilparabeno 2,7 1,4 10672 1,9

Butilparabeno 3,4 1,4 11808 2,4

As Farmacopéias Americana®, Brasileira®® e Britanica®® preconizam a titulagdo
potenciométrica para quantificacdo dos parabenos em matérias-primas, entretanto, nao
estabelecem metodologia para quantificacao de parabenos em preparacdes farmacéuticas.
A metodologia farmacopéica para analise de parabenos em matéria-prima envolve varias

etapas, tornando o procedimento analitico demorado e de dificil automacgao, além de ser
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incapaz de distinguir um parabeno do outro. Oliveira e Lima'® realizaram a separagéo de
parabenos em capsula gelatinosa e dura, obtendo resultados satisfatérios de resolucao e
de fator de assimetria. Foram utilizadas as seguintes condicbes cromatograficas: coluna
Microsorb® C8 250 x 4,6 mm, 5 um, FM metanol e solucdo de acido acético a 1% em
agua, eluicdo por gradiente, vazao de 1,0 mL/min, detec¢cdo UV a 254 nm. A separacao
com a FE Si-C8-uréia foi realizada em menor tempo e com desempenho semelhante ao
obtido por Oliveira e Lima'®.

4.4. Separacao da mistura de paracetamol, cafeina e acido acetisalicilico

A separagdo da mistura de farmacos contendo um composto 4acido, &cido
acetilsalicilico (AAS) e dois compostos fracamente basicos, paracetamol e cafeina, foi
avaliada na FE Si-C8-uréia e comparada a separagao obtida em uma fase comercial com
grupo C8 ligado a silica, da Merck. As duas fases apresentaram boa separacdo para os
compostos, com elui¢cdes relativamente rapidas, como mostrado nos cromatogramas da
Figura 49.
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Figura 49 — Cromatogramas obtidos na separacao de paracetamol (1), cafeina (2) e AAS
(3). Condigbes cromatogréaficas: volume de inje¢do 5 ulL; FM MeOH: H,O pH 2,5 30:70
(v/v), vaz&o: 0,8 mL min-1; deteccdo UV a 254 nm e temperatura de 25 °C.

A mistura de farmacos foi escolhida devido as caracteristicas dos compostos e por
serem constituintes de medicamentos disponiveis em drogarias, por exemplo os Bisolgrip
T® e Cibalena®, empregados no tratamento de quadros dolorosos, como cefaléia,

enxaquecas, dismenorréia, dores nevriticas e reumaticas, quadros inflamatérios, febre e
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também nas constipacdes'®. Faria'® avaliou a separacdo desta mistura de farmacos
utilizando FE Si-Ti(PMTDS) imobilizada termicamente e comparou com a separagao obtida
em uma fase comercial com grupo C8 quimicamente ligado a silica. As fases apresentaram
boa separagdo para os compostos, com eluicées relativamente rapidas. Entretanto, a
ordem de eluicdo foi diferente, devido a maior hidrofobicidade da FE Si-Ti(PMTDS), na
qual o acido acetilsalisilico foi o primeiro composto a ser eluido, enquanto que na fase
comercial este composto foi o ultimo a ser eluido, e, mesmo assim, sendo necessaria a
utilizagdo de uma FM em pH 2,5 para acelerar sua eluicdo. Rosa et al.'®” compararam esta
separacao obtida na FE Si-C8-uréia e na FE C8 comercial, obtendo separacdes

semelhantes.

4.5. Separacao de dropropizina em xarope

O farmaco dropropizina é um agente antitussigeno com atividade anti-histaminica'®,
presente em formulacbes de xarope contendo concentracdes elevadas de acucar,
conhecidas como, por exemplo, Vibral®, Dropropizina genérico. O farmaco foi separado
utilizando a coluna recheada com a FE Si-C8-uréia com fator de assimetria de 1,07 e
eficiéncia de 104472 N m™'. O cromatograma da separacdo da dropropizina esta
apresentado na Figura 50.
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Resposta do detector
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Figura 50 — Cromatograma obtido na separacdo de dropropizina em xarope. Condicoes
cromatograficas: volume de injecao 5 uL; coluna Si-C8-uréia 125 x 3,9 mm; FM: tampéao pH
3,0 (TEA 0,05%):metanol (95/5 v/v), vazdo 1,0 mL/min; deteccdo UV a 240 nm e
temperatura de 30 °C. Compostos: (1) excipiente e (2) dropropizina.
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Os resultados obtidos foram semelhantes ao método descrito na Farmacopéia
Americana® que faz uso de coluna C18 e FM tamponada com &cido fosférico em pH 3,0 e
par iénico heptanossulfénico e acetonitrila. O método desenvolvido ndo faz uso do
reagente par idbnico na FM e utiliza como FM uma mistura de tampao de TEA e metanol,
que resultou em bom desempenho cromatografico. Estas condi¢gées propiciam um maior
tempo de vida para a coluna cromatografica sendo possivel a utilizacdo em varias analises.

Abdallah™ realizou a determinagcdo espectrofotométrica de dropropizina e
guaifenesina utilizando o método de oxidagdo seguido de condensacao. Entretanto, este
método permite apenas a quantificacdo dos farmacos, pois possiveis impurezas analogas
aos compostos reagem da mesma forma que os ativos, ndo sendo possivel a sua
determinacdo. Desta forma, o método espectrofotométrico ndo apresenta seletividade

satisfatéria. Tang et al''®

obtiveram boa separacdo da levodropropizina utilizando
zolmitriptana como padrao interno em plasma humano com deteccdo por espectrometria
de massas, FE Nucleosil C18 e FM contendo acetato de aménio 10 mmol L™ (1% acido

formico v/v) e metanol 55:45, v/v.

4.6. Separacao de clortalidona em comprimidos

O farmaco clortalidona, diurético tiazidico, apresenta acao diurética e anti
hipertensiva que age nos rins levando a excrecdo de agua e potassio'®. O farmaco esta
presente em formulacdes sélidas como Higroton®, génericos e em comprimidos similares

de clortalidona. A Figura 51 apresenta o cromatograma da separacao da clortalidona.

Resposta do Detector

0 2 4 6 8
Tempo - min
Figura 51 — Cromatograma obtido na separacdo de clortalidona em comprimidos.
Condicoes cromatograficas: volume de injecao 5 ulL; coluna Si-C8-uréia 125 x 3,9 mm; FM:

metanol:H,O (H3PO4) pH 3,0 (35:65 v/v), vazdo 1,0 mL/min, deteccdo UV a 220 nm e
temperatura 25 °C. Compostos: 1 — excipiente, 2 — clortalidona.
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O método desenvolvido utilizando a FE Si-C8-uréia e FM metanol:agua pH 3,0
(HsPO4) 35:65 v/v separou muito bem a clortalidona dos excipientes presentes no
comprimido, com picos simétricos, boa resolugdo e eficiéncia confirmadas no
cromatograma da Figura 51.

A Figura 52 apresenta o cromatograma em trés dimensodes (3D) da clortalidona, no
qual é possivel visualizar que nao ha interferentes que coeluem com o farmaco, que

apresentou pureza de pico maior que 99,9%.
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Figura 52 — Espectro de absorcao no UV da clortalidona na condicdo cromatografica 6tima
de separacdo em duas dimensodes A) e B) cromatograma em 3D.

El-Gindy e Mostafa'"" realizaram a separacdo simultanea de atenolol, cloridrato de
amilorida e clortalidona utilizando uma coluna recheada com FE C18 e FM acetonitrila e
reagente par i6nico heptanossulfonato de sédio, 5 mmol L™ pH 4,0. Eles obtiveram boa
resolugdo e fator de assimetria entre os picos dos farmacos. Elshanawane et al.''?
desenvolveram e validaram um método para determinacdo simultanea de atenolol,
cloridrato de amilorida, hidroclorotiazida e clortalidona usando FE cianopropil e FM
constituida de metanol e tampao fosfato de potassio pH 4,5 75:25 v/v, obtendo parametros
de separacgao aceitaveis para todos os compostos. O método desenvolvido utilizando a FE
Si-C8-uréia preparada ndao empregou FM contendo tampao como os métodos descritos na

literatura e apresentou separacao semelhante as descritas nestes métodos.

4.7. Separacao de uma mistura de cefalexina, prilocaina e amitriptilina
A FE Si-C8-uréia foi usada na separacdo da mistura de cefalexina, prilocaina e
amitriptilina e comparada com uma coluna comercial contendo FE C8 capeada e nao

capeada. A FE Si-C8-uréia separou muito bem os trés farmacos, com picos simétricos, boa
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resolucéo e eficiéncia conforme pode ser visualizada nos cromatogramas da Figura 53, na
qual é mostrado também o cromatograma obtido na separacdo da mistura com a fase C8
comercial capeada e ndo capeada. Nesta colunas, os compostos cefalexina e prilocaina
foram separados de forma semelhante a FE Si-C8-uréia, entretanto, a separagdo da
amitriptilina foi obtida com elevado tempo de retencdo e com pico assimétrico, devido a
interagcdo do composto basico com o silanol residual da silica, principalmente na FE

comercial ndo capeada.
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Figura 53 — Cromatogramas obtidos na separacado de cefalexina (1), prilocaina (2) e
amitriptilina (3). Condi¢des cromatograficas: colunas A)FE Si-C8-uréia, B) C8e e C) C8ne;
volume de injecao 5 ulL; FM: MeOH:H>O pH 7,0 (65:35, v/v), vazdo: 1,0 mL min; deteccgao
UV a 254 nm e temperatura de 25 °C.

Na separacao obtida com a FE C8 comercial ndo capeada o efeito da interacdo da
amitriptilina com o silanol residual da silica foi muito maior, uma vez que o seu fator de
assimetria foi de 2,7 contra 1,4 obtido com a FE Si-C8-uréia, além de ter apresentado um
tempo de retengdo préximo a 50 minutos. Faria'* avaliou a separacdo desta mistura de
farmacos utilizando FE Si-Ti(PMTDS) imobilizada termicamente empregando uma FM
tamponada em pH 12, MeOH:tamp&o 20 mmol L™ KoHPO4 pH 12 (80:20, v/v), para evitar a
contribuicdo dos grupos silandis residuais no mecanismo de separagao, pois os silandis
residuais e os farmacos estdo em suas formas desprotonadas. Para comparacao, foi
realizada a separac¢do usando FE C8 comercial com uma FM pH 7, MeOH:H,O pH 7,0
(65:35, v/v), para evitar a dissolucdo da silica, obtendo pico com cauda acentuada para o
composto amitriptilina.

A eficiéncia de separacdo obtida com a FE Si-C8-uréia foi maior comparada as
demais fases avaliadas. Os parametros cromatograficos obtidos na separagdo da mistura

de cefalexina, prilocaina e amitriptilina encontram-se na Tabela 20.
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Tabela 20 - Parametros cromatograficos obtidos na separagéao da mistura de cefalexina,
prilocaina e amitriptilina.

Si-C8-uréia 125 x C8e comercial 125 x C8ne comercial 125 x 4,0

Compostos 3,9 mm 4,0 mm mm

tr(min)  N/m  As tg(min) N/m As tr(min) N/m As
Cefalexina 1,0 4320 1,7 11 3944 1,8 1,0 3592 1,7
Prilocaina 25 16992 14 3,1 18952 14 3,3 14216 1,1

Amitriptilina 10,2 29120 1,4 21,2 21593 25 47,0 9878 2,7

4.8. Mistura de benzodiazepinicos

Os benzodiazepinicos sdo compostos em sua maioria de carater basico e
apresentam valores altos de pKa, podendo ocorrer interacées com os silandis residuais da
silica.

A separacao da mistura de benzodiazepinicos foi realizada com o intuito de avaliar a
eficiéncia da FE na separacao de compostos de natureza basica e, desta forma, avaliar
também a atividade silanofilica da FE pela interacdo dos grupos silandis residuais com os
compostos de carater basicos.

A separacgao obtida com a coluna de 125 x 3,9 mm recheada com a FE Si-C8-uréia
apresentou picos bem definidos e simétricos, boa eficiéncia e resolucao, como pode ser
visto na Figura 54.

Resposta do Detector

Tempo (min)

Figura 54 — Cromatograma obtido na separacdo de benzodiazepinicos. Condigcdes
cromatograficas: volume de injecdo 5 plL; coluna Si-C8-uréia 125 x 3,9 mm; FM
acetonitrila:agua (40/60 v/v); vazao 0,6 mL/min, deteccao UV a 254 nm e temperatura 25
°C. Compostos: (1) alprazolam, (2) clordiazep6xido, (3) clonazepam e (4) diazepam.
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O método apresenta possivel aplicagdo na separagdao de benzodiazepinicos em
amostras de agua de lavagem de reator utilizado na producdo do medicamento, no
processo de limpeza e de validacado dos reatores de producdo, na agua de enxague e na
avaliagdo de medicamentos.

A Tabela 21 apresenta os parametros cromatograficos obtidos na separacado dos
benzodiazepinicos na FE Si-C8-uréia. A resolug¢ado obtida entre os compostos alprazolam e
clordiazepéxido foi de 2,8, o que comprova a boa seletividade da FE Si-C8-uréia. O valor
de assimetria de 1,1 para ambos os compostos comprovam que a FE Si-C8-uréia
apresenta reduzida atividade silanofilica.

Tabela 21 — Parametros cromatograficos obtidos na separacao de benzodiazepinicos
usando FE Si-C8-uréia.

Parametros Cromatograficos

Compostos : 3
tr(min) As N m Rs
Alprazolam 2,9 11 43776 -
Clordiazepo6xido 3,4 1,1 47896 2.8
Clonazepam 4,1 1,0 48408 4,0
Diazepam 4,9 1,0 52648 33

Uddin et al.'™® realizaram a validagdo do método para determinacéo de alprazolam,
clonazepam e diazepam, entre outros benzodiazepinicos em amostras de urina, sangue e
saliva, usando como técnica de preparo da amostra a extracdo em fase soélida e a
separacao em coluna Kromasil C8 e FM consistindo de um gradiente contendo MeOH,
ACN e tampé&o acetato de aménio 0,05 mol L. Os parametros cromatograficos obtidos na
separacao foram semelhantes aos da separacao usando a FE Si-C8-uréia.

5. Conclusao

A FE Si-C8-uréia mostrou-se seletiva na separacdo dos farmacos avaliados,
presentes em diferentes matrizes farmacéuticas, como, comprimidos, xaropes e cremes.
Em alguns métodos desenvolvidos nado foram utilizados tampbes na FM, sendo uma
vantagem frente aos métodos descritos nas farmacopéias e na literatura, que empregam
quantidades significativas de sais para o preparo da FM. Alguns dos métodos

desenvolvidos possibilitaram separagcbes mais rapidas, com uso de FM com maior
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composicdo aquosa quando comparada com métodos da Farmacopéia Americana. Os
parametros cromatograficos obtidos na separacao dos farmacos utilizando a FE Si-C8-
uréia foram semelhantes, ou, muitas vezes, melhores que os conseguidos com colunas C8
comerciais, e também em comparacdo com as separacoes destes farmacos descritas na
literatura empregando FE C18, cianopropil ou de silica titanizada. Nas separagdes
empregando 0os compostos basicos foram obtidos picos mais simétricos, com menor tempo
de retencdo e melhor eficiéncia, comprovando a baixa atividade silanofilica da FE,
provavelmente atribuida ao grupo polar uréia e ao processo de capeamento, a que a FE foi
submetida. Os métodos desenvolvidos mostraram potencialidade na determinacéo
quantitativa de farmacos em medicamentos e a nova FE FE Si-C8-uréia demonstrou
eficiéncia na separacdo de diversos farmacos, comprovando o bom desempenho e a

potencialidade de aplicacdo na analise de medicamentos.
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Capitulo V

Desenvolvimento e Validacao de Métodos para
Determinacao de Farmacos
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1. Introducao
1.1. Desenvolvimento e validacao de métodos analiticos

Para avaliar a aplicacdo da FE Si-C8-uréia foi realizado o desenvolvimento e
validacdo de métodos para quantificacdo de antiinflamatérios e fungicidas em cremes,
cloxazolam e impurezas em comprimidos, cloridrato de clobutinol e succinato de
doxilamina em xarope, alprazolam em comprimidos e mistura de estatinas em capsulas. As
figuras de mérito avaliadas foram: seletividade, limite de deteccdo e de quantificagao,
linearidade, precisao, recuperacao (exatidao), robustez e estabilidade.

1.2. Estudo dos produtos de degradacao

O estudo de produtos de degradacdo foi realizado para verificar se 0 método
desenvolvido para determinacdo do farmaco é capaz de separar 0s compostos
provenientes de diferentes fontes de degradagao do composto, quando o medicamento fica
exposto, por exemplo, a luz, a temperatura ou a umidade. O estudo de degradacéao foi
realizado utilizando as seguintes condi¢cdes: acida, basica, oxidativa, temperatura e luz.

Nesse estudo, foi empregada a coluna recheada com a FE Si-C8-uréia.

2. Parte Experimental
2.1. Materiais
2.1.1. Equipamentos

+ Cromatografo a liquido, Shimadzu, composto de uma bomba de alta pressao tipo
pistdo duplo, Shimadzu modelo LC-10 AD; detector espectrofotométrico de absorgao
no UV-Vis de comprimento de onda variavel, Shimadzu modelo SPD-10 AV; valvula de
injecao (alca de amostragem 5 uL), Rheodyne modelo 8125; Softwares usados para
aquisicao de dados — Chrom Perfect for Windows 3.52.

+ Cromatografo a liquido, Merck-Hitachi Elite, composto de uma bomba de alta pressédo
de quatro canais L-7130, forno Merck-Hitachi L-2300, injetor automatico Merck-Hitachi
L-2200, detector por arranjo de diodo Merck-Hitachi L-2450 e software EZChrom .

+ Cromatografo a liquido-DAD-MS/MS Agilent 1200, lon Trap 6330, composto de uma
bomba de alta pressao de quatro canais, forno, injetor automatico, detector por arranjo
de diodo G-1315A, detector de massas lon Trap G4533AA e software ChemStation.
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2.1.2. Reagentes

- Acetonitrila, grau HPLC, Tedia.

- Acido fosférico 85% p.a., J.T.Baker.

- Agua deionizada, Milli-Q plus.

- Alprazolam, doado pela Sintefina.

- Atorvastatina, doado pela Medley.

- Clioquinol, doado pela Medley.

- Cloridrato de Clobutinol, doado pela Medley.
- Cloxazolam, doado pela Sintefina.

- Fluvastatina, doado pela Medley.

- Fosfato de Potassio Monobasico p.a., Merck
- Lovastatina, doado pela Medley.

- Metanol, grau HPLC, Tedia.

- Pravastatina, doado pela Medley.

- Sinvastatina, doado pela Medley.

- Succinato de doxilamina, doado pela Medley.
- Tolnaftato, doado pela Medley.

- Tetraidrofurano, grau HPLC, Tedia.

- Valerato de Betametasona, doado pela Medley.

3. Métodos
3.1. Desenvolvimento e validacao de método para separacao da mistura
de farmacos em creme com acao antiinflamatéria e fungicida.

A separacdo de uma mistura de farmacos contidos em formulagdes de creme
indicado para o alivio das manifestacdes inflamatérias das dermatoses foi utilizada para
avaliar a FE Si-C8-uréia. A mistura era composta de valerato de betametasona (0,5 mg/qg),
farmaco antiinflamatério, antipruriginoso e vasoconstritor, de tolnaftato (10 mg/g) um
agente fungicida e o agente antifungico e antibacteriano, clioquinol (10 mg/g), cujas
estruturas quimicas estao na Figura 55.
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Figura 55 — Estruturas quimicas do valerato de betametasona, clioquinol e tolnaftato.

No estudo, um placebo contendo todos o0s excipientes presentes no creme foi
preparado para avaliar as suas possiveis interferéncias, sendo os principais componentes
do placebo: clorocresol, éter cetilico de polioxietileno, alcool cetoestearilico, petrolato
branco, petrolato liquido, fosfato de s6dio monobasico e agua deionizada.

A solucéo padrao foi preparada pela solubilizacédo e diluicdo em FM para obtengéo de
uma solucdo de valerato de betametasona (6,25 pg mL™), clioquinol (125,0 pg mL™) e
tolnaftato (125,0 pg mL™). A solugcdo amostra foi preparada pela transferéncia de 625 mg
de creme para um tubo de plastico de 50 mL com tampa, adicionado 40 mL de FM,
seguida de agitacao por 20 minutos em vortex, transferéncia do conteiudo do tubo para
baldo volumétrico de 50 mL e diluicdo em FM. A solucao amostra apresentou as mesmas
concentracdes dos farmacos da solucao padrao.

Os compostos foram separados empregando uma coluna de 125 mm x 3,9 mm
recheada com a FE Si-C8-uréia, FM acetonitrila:agua pH 3,0 60:40 v/v, a uma vazao de
1,0 mL min™", temperatura de 25 °C, deteccdo a 240 nm e volume de injecdo de 5 uL. O

método foi validado determinando as principais figuras de mérito.

3.2. Validacao do método de separacao de uma mistura de estatinas

A Figura 56 apresenta as estruturas quimicas das estatinas atorvastatina,
fluvastatina, lovastatina, pravastatina e sinvastatina. A mistura foi preparada a partir dos
farmacos atorvastatina, fluvastatina, lovastatina, pravastatina e sinvastatina na
concentracao individual de 100 pg mL™.

A separagao de uma mistura de estatinas foi utilizada para avaliar a capacidade da
FE Si-C8-uréia em separar compostos de estruturas quimicas semelhantes e, por propor
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uma metodologia com carater investigativo, capaz de separar e quantificar as estatinas em

medicamentos industrializados ou obtidos em farméacias de manipulagao.

oH;

Sinvastatina

HO COONa

\,4\
HaC H . Calt
HaC CH, T\’j\ o3P

Pravastatina

HO

Atorvastatina

Figura 56 - Estrutura quimica das estatinas sinvastatina, fluvastatina, lovastatina,
pravastatina e atorvastatina.

Os compostos foram separados empregando uma coluna de 150 mm x 3,9 mm
recheada com a FE Si-C8-uréia, FM acetonitrila/tetraidrofurano/agua pH 3,0 47:18:35 v/v/v,
a uma vazdo de 0,8 mL min™', temperatura de 35 °C, detecgdo a 238 nm e volume de

injecao de 5 ulL.

3.3. Validacao do método de separacao de cloridrato de clobutinol e

succinato de doxilamina em xarope.
A aplicabilidade da FE Si-C8-uréia foi avaliada na separacao de uma mistura formada
por compostos de caracteristicas basicas, cloridrato de clobutinol e succinato de

doxilamina, Figura 57.
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Figura 57 — Estrutura quimica do cloridrato de clobutinol (A) e succinato de doxilamina (B).

Os farmacos foram separados dos demais constituintes do xarope utilizando a nova
FE preparada. O xarope de cloridrato de clobutinol (4,0 mg mL™") e succinato de doxilamina
(0,75 mg mL™") apresentava os seguintes constituintes: &cido cloridrico, aroma de baunilha,
aroma de cereja, benzoato de sédio, glicerol, hietelose, sacarina sddica diidratada, sorbitol
e agua deionizada.

A solugdo padrao foi preparada a partir da solubilizacdo e diluicao em FM para
obtencdo de uma concentragéo de cloridrato de clobutinol de 240,0 ug mL™ e succinato de
doxilamina de 45,0 pg mL™.

A amostra de xarope foi agitada 5 minutos, em agitador mecénico, para assegurar a
homogeneidade da solucéo, e a seguir uma aliquota de 6,0 mL foi transferida para balao
volumétrico de 100 mL. Um volume de 70 mL de FM foi adicionado ao balao, agitado por
15 mnutos e o volume completado com FM. A solucdo amostra apresentou uma
concentracdo de cloridrato de clobutinol de 240,0 pg mL™" e succinato de doxilamina de
45,0 pg mL™.

Os compostos foram separados empregando uma coluna de 150 mm x 3,9 mm,
recheada com a FE Si-C8-uréia, FM consistindo de um tampao, metanol e acetonitrila,
eluicdo por gradiente, temperatura de 25 °C, deteccdo a 230 nm para o cloridrato de
clobutinol e a 262 nm para o succinato de doxilamina e volume de inje¢cdo de 5 pL. O

método desenvolvido foi validado através da determinag&o das principais figuras de mérito.

3.4. Validacao do método de separacao de alprazolam e produtos de
degradacao

A separacao do composto alprazolam, Figura 58, e dos compostos de degradacéo foi
avaliada usando a FE Si-C8-uréia, recheada em uma coluna de 125 x 3,9 mm.
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Figura 58 — Estrutura quimica do alprazolam.

A partir do placebo contendo os excipientes amido, benzoato de sédio, celulose
microcristalina, diéxido de silicio coloidal, docusato de sdédio, estearato de magnésio,
lactose monoidratada e Oxido de ferro vermelho foi preparada uma solugdo para
verificagdo dos interferentes na separacdo do alprazolam. A solugdo amostra de
alprazolam comprimidos foi preparada a partir da pesagem de 20 comprimidos, maceracao
em grau de porcelana com auxilio de pistilo até a obtencdo de um pé fino e homogéneo,
seguida da pesagem do equivalente a 30 mg de alprazolam. O material pesado foi
transferido para baldo volumétrico de 100 mL, adicionado cerca de 70 mL de FM e o baldo
foi agitado por 30 minutos. Apds esse periodo, o volume do baldo foi completado com a
FM e uma aliquota de 5,0 mL foi transferida para um baldo volumétrico de 50 mL, seguida
da diluicdo com FM. A solucdo amostra apresentou concentracdo de 30,0 ug mL™. A
solugcédo padrao foi preparada pela solubilizagao e diluicao em FM para obtencdo de uma
solucdo de concentracdo de alprazolam de 30,0 ug mL™.

Solucbes de amostras do comprimido de alprazolam 2 mg, diluente, placebo e
padrao de alprazolam foram expostos a condi¢cdes de degradacdo em meio acido, alcalino,
oxidativo, temperatura e luz para estudos dos produtos de degradacao, sendo realizada a
quantificacdo do alprazolam em todas as amostras estudadas.

As condicdes cromatograficas utilizadas foram FM metanol: agua (40/60 v/v), vazao

de 0,6 mL min', temperatura de 25 °C, deteccdo a 254 nm e volume de injecéo de 5 pL.

3.5. Validacao do método de separacao de cloxazolam em comprimidos

A FE C8-uréia foi aplicada na separacao de cloxazolam (80,0 ug mL™), Figura 59, em

comprimidos e também em matéria-prima. O método desenvolvido empregou uma coluna
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de 125 mm x 3,9 mm recheada com a FE Si-C8-uréia, FM acetonitrila:trietilamina 0,1% em
agua pH 7,0 50:50 v/v, a uma vazdo de 1,0 mL min™', temperatura de 25 °C, deteccdo a

244 nm e volume de injecao de 5 ul.

Figura 59 — Estrutura quimica do cloxazolam.

A partir do placebo contendo os excipientes 6xido de ferro amarelo, estearato de
magnésio, talco, hidroxipropilcelulose, amido de milho e lactose foi preparada uma solucao
para verificacdo dos interferentes na separacdo da cloxazolam. A solucdo amostra foi
preparada a partir da pesagem de 20 comprimidos, maceracdo dos comprimidos em grau
de porcelana com auxilio de pistilo até a obtencdo de um pé fino e homogéneo, seguida da
pesagem do equivalente a 40 mg de cloxazolam. O material pesado foi transferido para
baldo volumétrico de 100 mL, adicionado cerca de 70 mL de FM e o baléao foi agitado por
30 minutos. ApoOs esse periodo, o volume do baldo foi completado com a FM e uma
aliquota de 5,0 mL foi transferida para baldo volumétrico de 25 mL, seguida da diluicao
com FM. A solugdo amostra apresentou concentracdo de 80,0 pg mL™. A solucdo padrao
foi preparada pela solubilizacdo e diluicio em FM para obtencdo de uma solucdo de
concentragao de cloxazolam de 80,0 ug mL™".

Solugdes de amostras do comprimido de cloxazolam 4 mg, diluente, placebo e
padrao de cloxazolam foram expostos a condicbes de degradacdo em meio acido, alcalino,
oxidativo, temperatura e luz para estudos dos produtos de degradacao sendo realizada a

quantificacdo do farmaco em todas as amostras estudadas.
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3.5.1. Identificacao das impurezas de cloxazolam

As andlises cromatograficas foram realizadas utilizando um cromatografo a liquido
(Agilent Série 1200) acoplado a um espectrometro de massas do tipo fon Trap (Agilent). O
espectrdmetro de massas esta equipado com a fonte de ionizagdo do tipo Z-spray para
ionizacdo por eletronebulizacdo (ESI), modo positivo. A voltagem do cone e do capilar
foram 3,5 kV e 35V, respectivamente. A temperatura da fonte foi mantida em 120 °C,
enquanto que a temperatura de dessolvatagéo foi mantida em 350 °C. O géas nitrogénio foi
usado no cone e como gas de nebulizacdo e secante nas vazdes de 30 e 300 L h™',
respectivamente. O espectrdmetro de massas foi operado no modo MS/MS, usando
monitoramento de multiplas reagdes (MRM). Hélio com pureza de 99,8% foi usado como
gés de colisdo, a uma pressdo constante de 2x107° mbar.

4. Resultados e Discussao
4.1. Desenvolvimento e validacao de método para separacao da mistura
de farmacos em creme com acao antiinflamatoéria e fungicida

A FE Si-C8-uréia foi usada na separacdo da mistura de anti-inflamatérios contendo
os compostos valerato de betametasona, clioquinol e tolnaftato, Figura 60. Os farmacos
em conjunto com a gentamicina sdo usados no tratamento tépico de dermatoses causadas

por infeccdo bacteriana ou fangica''“.

Individualmente os farmacos apresentam as
caracteristicas de antiinflamatério, antipruriginoso e vasoconstritor - valerato de
betametasona, agente fungicida - tolnaftato e agente antibacteriano e antifUngico —
clioquinol'™.

Na Farmacopéia Americana® sdo descritas apenas as metodologias para a
separacao e determinacao individual dos farmacos citados e ndo a simultanea. Rizk et
al."® fizeram a determinacéo de clioquinol e iodoquinol com derivatizagdo com palédio (1)
seguida de separacdo cromatografica utilizando coluna recheada com a FE fenil
quimicamente ligada e FM constituida de uma mistura de ACN:MeOH:Agua pH 7,0
30:30:40 v/v/v, contendo 0,005% de cloreto de paladio (Il). N&o houve interferéncia dos
outros constituintes do produto, como a betametasona, obtendo boa separacédo entre os

117

compostos. Saha e Bhattacharya ' realizaram a validacdo do método por CLAE para

determinacao de dipropionato de betametasona e tolnaftato em formulagées farmacéuticas
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semi-sélidas utilizando coluna Inertisil® ODS e FM constituida de ACN:MeOH:Agua
60:15:25 v/v/v. Na separacdo, foram obtidos bons resultados para os parametros
cromatograficos, como fator de assimetria entre 0,86 a 1,73 para dipropionato de
betametasona e de 1,05 a 1,83 para tolnaftato e nimero de pratos maior que 11660 N m™

para ambos os compostos.

Resposta do Detector
Resposta do Detector

0 5 10 15 20 0 5 10 15 20

Figura 60 - Cromatogramas obtidos na separagdo da mistura de anti-inflamatérios em
creme. Condi¢cdes cromatograficas: volume de injecdo: 5 uL; coluna Si-C8-uréia 125 x 3,9
mm; FM: ACN:H-O pH 3,0 (60:40 v/v); deteccao UV a 240 nm e temperatura: 25 °C. A:
vazdo 1,2 mL min™ e B 1,0 mL min™'. Compostos: 1-valerato de betametasona, 2-clioquinol,
3-tolnaftato, * excipiente.

O método proposto com a FE Si-C8-uréia separou com boa resolugao e eficiéncia os
trés farmacos, com picos simétricos, conforme pode ser visualizado nos cromatogramas da
Figura 60. O excipiente contido na formulacdo do creme, pico que eluido proximo a 5
minutos, ndo interferiu na separacdo dos farmacos. Nas duas vazdes avaliadas, 0s
compostos ativos presentes no creme foram separados do excipiente com boa resolugéao.

A Tabela 22 apresenta os parametros cromatograficos obtidos na separacao
mostrada na Figura 60, utilizando vazdo de FM de 1,2 mL min'. Na separacido
cromatografica os picos apresentaram pureza adequada comprovando que nao ha
coeluicdo no tempo de retencdo dos ativos. Os resultados obtidos para tolnaftato foram

117

superiores aos descritos por Saha e Bhattacharya''' na separacdo de dipropionato de

betametasona e tolnaftato.
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Tabela 22: Parametros cromatograficos obtidos na separacdao de valerato de
betametasona, clioquinol, e tolnaftato na vazido de FM de 1,2 mL min™.

Composto Pureza de tr k* N/m As Rs
pico (min)
paoerato de 09948 66 45 57432 10 -
etametasona
Clioquinol 0,9977 11,2 8,3 239%16 1,3 16,3
Tolnaftato 0,9991 149 114 170096 1,1 11,1

* tm usado no calculo do fator de retengao: 1,2

O método foi validado conforme os parametros descritos na Resolucado RE 899/2003
da ANVISA’. Os parametros de validacdo estdo apresentados na Tabela 23. No
parametro robustez foram avaliados a alteracdo do pH da FM, temperatura da coluna,
dimensodes da coluna para 150 x 3,9 mm e o sistema de CLAE. Os valores de recuperacao
do teor comparado ao valor obtido com a condicao original do método variaram de 98,6 %
a 99,8 %. A exatidao foi realizada pelo método de adigdo dos padrdes ao placebo, obtendo
recuperacao do ativo adicionado de 98,7 a 100,5%. A precisdo do método foi feita quanto
ao critério de repetibilidade (mesmo dia) e intermediaria (dias diferentes); os resultados
obtidos para o coeficiente de variacéao ficaram abaixo de 5% para todos os ativos. O valor
de Fcacuado Utilizando nivel de confiangca de 95% foi menor que 0 Fiapelado de 5,05. Os
valores obtidos foram de 3,32; 3,36 e 3,46 para valerato de betametasona, tolnaftato e
clioquinol, respectivamente. A faixa linear avaliada foi diferente para cada farmaco, pois foi
usada a proporcao entre os ativos presentes no medicamento Quadriderm®, empregado
para validacdo do método''®. A estabilidade das solucdes foi avaliada injetando as
solucbes padrdao e amostra dentro de um intervalo de 70 horas e foi verificada uma
variagdo menor de 2,0% de area entre as replicatas.

Tabela 23: Figuras de mérito da validagdo do método na determinacdo valerato de
betametasona, tolnaftato e clioquinol em pomada.

Composto Precisdo CV(%) LD LQ Exatidao (%) Faixa  Coeficiente
Repetibilidade/ (ug/mL) (ug/mL) 80 100 120 Linear de
Intermediaria (ug/mL) correlac@o (r)
Valerato de
1,2 2,2 0,1 0,2 989 98,7 99,1 0,2-15 0,9999
Betametasona
Tolnaftato 1,0 1,8 2,0 6,0 99,9 100,5 1004 6,0-150 0,9998
Clioquinol 0,8 1,5 1,2 40 99,1 98,9 99,3 4,0-140 0,9998
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O método desenvolvido e validado mostrou-se simples, rapido e seletivo. O método
possibilitou a separacao dos interferentes contidos no placebo do creme, sem interferir na
quantificacdo dos farmacos. Os compostos separados apresentaram picos simétricos
comprovando a baixa atividade silanofiica da FE Si-C8-uréia, pois devido as
caracteristicas basicas destes compostos poderiam interagir com os silandis residuais e
apresentar picos com cauda.

Desta forma, o método apresenta grande potencial para ser empregado na avaliacao
simultdnea de valerato de betametasona, clioquinol e tolnaftato em creme, no controle de

qualidade deste medicamento e também no estudo de estabilidade.

4.2. Validacao do método para separacao de uma mistura de estatinas

As estatinas sdo usadas como inibidores da 3-hidréxi-3-metilglutaril coenzima A
redutase, no tratamento de dislipidemias e nas doencas cardiovasculares® . As principais
estatinas encontradas em medicamentos no Brasil sdo: sinvastatina, atorvastatina,

pravastatina, fluvastatina, rosuvastatina e lovastatina. Markamn et al.'*®

avaliaram a teor,
dissolugao e impureza em amostras de sinvastatina 20 mg manipuladas nas cidades de
Campinas e de Sao Paulo e verificaram que entre as amostras analisadas havia algumas
com baixo teor, dissolugdo e impurezas acima da especificagdo permitida pela
farmacopéia®. O estudo foi relevante para evitar possiveis fraudes no uso destes
compostos na producdo de capsulas. Desta forma, é importante que haja um método
analitico capaz de separar, identificar e determinar as estatinas em medicamentos
industrializados ou manipulados para evitar possiveis fraudes. Diversos métodos
cromatograficos tém sido publicados para a separacdo de estatinas. Novakova et al.'®®
realizaram uma revisdo dos métodos por CLAE usados para determinar sinvastatina e
atorvastatina em diversas areas de aplicacdo como farmacologia, medicina e ambiental,
dividindo-os de acordo com a técnica de deteccdo. O método de deteccao que apresentou
melhor seletividade e detectabilidade foi a CLAE acoplada ao espectrébmetro de massas.
Hefnawy et al.'®' realizaram a determinagdo simultanea de sinvastatina e imatinibe em
produtos farmacéuticos usando uma coluna monolitica, Chromolith® RP-18e e FM
consistindo de uma mistura de ACN e tampao acetato de aménio 50 mmol L™ pH 5,0 65:35

v/v. Foram obtidos parametros cromatograficos como fator cauda de 0,94 para sinvastatina
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122 realizaram a

e resolucao de 12,3 entre a sinvastatina e imatinibe. Pasha et a
separacdo de atorvastatina, lovastatina, pravastatina, rosuvastatina e sinvastatina em
formulagbes farmacéuticas e em estudo de metabolismo “in vitro” de estatinas. O estudo
foi realizado usando coluna Intertisil® ODS 3V e FM constituida de uma mistura de
ACN:MeOH:tampao acetato de aménio 0,01 mol L™ pH 5,0. Foi obtida boa separacéo dos
compostos, com tempos de retencdo de 17,2, 21,6, 28,5, 33,5 e 35,5 minutos para
atorvastatina, lovastatina, pravastatina, rosuvastatina e sinvastatina, respectivamente.

Uma mistura preparada com os padrées dos compostos pravastatina, fluvastatina,
atorvastatina, lovastatina e sinvastatina foi utilizada para avaliar a aplicacdo da FE Si-C8-
uréia. A FE Si-C8-uréia separou os cinco farmacos, com picos simétricos, boa resolucao e
eficiéncia conforme pode ser observado na Tabela 24, na qual sdo apresentados os
parametros cromatograficos de separacado e cujo cromatograma estd mostrado na Figura
61. Os picos foram identificados através da injecdo individual de cada padrdo e pela
comparacao do espectro UV obtido com o detector DAD. O método validado foi utilizado
para quantificagdo dos compostos em capsulas contendo os ativos e excipientes como
lactose, estearato de magnésio e dioxido de titanio. O pico préximo a 2 minutos é referente
a FM que elui no inicio da corrida cromatogréfica.

Resposta do detector
w
[6)]

0 2 4 6 8 10 12
Tempo ( min)

Figura 61 — Cromatograma obtido na separacao de padrdes das estatinas na concentragao
de 10 pg mL™". Condicdes cromatograficas: volume de injecdo: 5 uL; coluna Si-C8-uréia
150 x 3,9 mm; FM: ACN:THF:H20 pH 3,0 47:18:35 v/v/v, vazdo: 0,8 mL min™'; deteccdo:
UV a 238 nm e temperatura: 35 °C. Picos: 1- pravastatina, 2-atorvastatina, 3-fluvastatina,
4-lovastatina e 5-sinvastatina.
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O teor de pureza obtido também estd apresentado na Tabela 24. Os valores, em

termos de quantidade de ativo por capsula, estdo de acordo com as especificacdes™°°.

Tabela 24 - Parametros cromatograficos obtidos na separacao de estatinas.

Composto tr (min) K* N/m As Pureza de Resolucéao
(m™) Pico (Rs)
Pravastatina 2,9 0,6 39027 1,2 0,9992 -
Atorvastatina 6,4 2,6 52440 1,1 0,9989 16,4
Fluvastatina 7,0 2,9 54073 1,1 0,9981 1,8
Lovastatina 9,1 4.1 62213 1,1 0,9994 6,1
Sinvastatina 11,2 5,2 62206 1,2 0,9991 5,1

* tm usado no célculo do fator de retencgéo: 1,8

O método de andlise para determinacdo das estatinas foi validado segundo as
normas da Resolucdo 899/03 da ANVISA™ e dos guias do ICH Q2A”" e Q2B® que sado os
principais para validacao de métodos cromatograficos para determinagdo de farmacos. As
figuras de mérito avaliadas foram: seletividade, linearidade, limite de deteccdo e
quantificacdo, precisdo, exatidao, robustez e estabilidade das solucbes e estao
apresentadas na Tabela 25.

Tabela 25 - Parametros de validacao do método na determinagéo de estatinas.

Composto Preciséo LD LQ Exatidao (%) Faixa Coeficiente
CV(%) (ug/mL) (ug/mL) 80 100 120 Linear de

Repetibilidade (Mg mL™) correlagdo
/intermediaria (r

Pravastatina 0,66 1,10 0,44 20 99,1 994 101,2 2,0-120 0,9991
Atorvastatina 0,34 0,84 0,73 3,5 98,7 99,1 99,8 3,5-140 0,9994
Fluvastatina 0,31 0,71 0,81 40 993 100,2 101,1 4,0-160 0,9992
Lovastatina 0,52 0,93 0,74 40 99,1 100,3 100,8 4,0-120 0,9989
Sinvastatina 0,39 0,72 0,53 25 983 995 99,1 2,5-130 0,9999

Os valores de precisao para 0s cinco compostos estdo de acordo com a
especificacao descrita na Resolucdo 899 da ANVISA™ que é de 2,0 % para a repetibilidade

e de 5,0 % para a precisao intermediaria. O valor de Fgaicuado Utilizando nivel de confianca
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de 95% foi menor que 0 Fiapelado de 5,05 para os compostos pravastatina, lovastatina e
sinvastatina, sendo obtidos os valores de 2,88; 3,23 e 3,38, respectivamente. Para os
compostos atorvastatina e fluvastatina o valor de Fcacuado fOi de 6,18 e 5,23,
respectivamente. Estes valores estdo acima da especificacdo para o nivel de confianca de
95%, mas abaixo para o nivel de 99% que corresponde ao valor de Fizpelado de 10,96.

A especificacado da exatidao € que a recuperacao esteja entre 98,0 % a 102,0 %. Na
validacdo das estatinas, a exatidao foi avaliada ao nivel de 80 %, 100 % e 120 % sobre
uma concentracdo de 100 ug mL™ e os resultados obtidos estiveram dentro de uma faixa
de 98,3 % a 101,2 %, estando de acordo com a ANVISA™. No estudo da robustez foram
avaliadas as condicbes de alteracdo de vazao e proporcao de constituintes da FM,
temperatura, sistema de CLAE e do detector DAD. Os resultados para a robustez variaram
de 98,3 % a 100,5 % com relacdo ao teor na condicdo original do método analitico. Os
valores para o limite de deteccao foram determinados pelo método do sinal ruido, sendo
que o limite de quantificacao foi considerado como o primeiro ponto da faixa linear.

O metodo desenvolvido e validado mostrou-se simples, rapido e seletivo,
apresentando potencialiade na avaliacao de estatinas em comprimidos e cdpsulas, com as
vantagens, em relacdo ao método oficial, de eliminagdo do tampao, da reducdo da
temperatura e, principalmente, a andlise simultdnea das cinco estatinas. A separacao
cromatografica foi obtida com excelente resolucao entre os compostos, boa eficiéncia e
picos simétricos. O método desenvolvido e validado para determinacdo de estatinas
usando a FE Si-C8-uréia apresenta grande potencial para ser empregado na avaliagdo dos
constituintes de medicamentos, seja no controle de qualidade de industrias farmacéuticas

ou de farmacias de manipulagao.

4.3. Validacao do método de separacao de cloridrato de clobutinol e

succinato de doxilamina em xarope.

A FE Si-C8-uréia foi usada no desenvolvimento e validacdo de um método para
separacao dos farmacos cloridrato de clobutinol (CLO) e succinato de doxilamina (DOX)
em xarope. O cloridrato de clobutinol é um antitussigeno que combate a tosse seca e o
succinato de doxilamina € um antialérgico que combate o acumulo anormal de liquido nas

paredes das vias respiratorias''*'"°.
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O CLO e DOX sdo descritos na Farmacopéia Americana® por determinagdes
individuais, sendo, desta forma, importante o desenvolvimento de um método analitico
capaz de determinar simultaneamente os dois compostos e que seja um método indicador
de estabilidade do produto. A determinacao individual de CLO tem sido realizada por
cromatografia a gas em fluido biolégico'®, por derivatizagdo em CLAE'?*, determinagao

simultdnea de CLO com farmacos anti-inflamatérios em urina'®®

e por quantificacao
potenciométrica usando eletrodo seletivo ao complexo clobutinol-tetrafenil-borato’?. A
determinacao de DOX com outros compostos tem sido realizada, entretanto, ndo ha relatos
da separagdo com CLO. DOX tem sido determinada em combinacdo com maleato de
carboxinamina por espectrofotometria’®’, com brometo de dextrometofano por
cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia (HPTLC)'?, com cloridrato de

E129 E'™ e com outro anti-

pseudoefedrina por CLAE “°, com cloridrato de piridoxina por CLA
histaminico por CLAE'®',

O método desenvolvido com a FE Si-C8-uréia apresentou uma boa resolugao entre
0os compostos cloridrato de clobutinol, succinato de doxilamina e os excipientes presentes
na amostra de xarope analisada, conforme pode ser visualizado nos cromatogramas da

Figura 62. O método foi validado'®** segundo a resolucdo da ANVISA RE 899,

1

!
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Resposta do Detector
Resposta do Detector

Figura 62 — Cromatogramas obtidos na separacdo dos compostos (1) succinato de
doxilamina e (2) cloridrato de clobutinol. Condigdes cromatograficas: volume de injecdo: 5
uL; coluna recheada com a FE Si-C8-uréia de 125 x 3,9 mm; FM: gradiente
MeOH:ACN:tampao KH,PO4 pH 3,0; deteccdo: 262 nm para o succinato de doxilamina e a
230 nm para o cloridrato de clobutinol; temperatura: 25 °C. A - padrao, B - amostra de
xarope, * excipientes.

O modo de eluicdo usado, gradiente, foi eficaz na separacao dos compostos ativos

em meio a varios excipientes como conservantes e anti-oxidantes. A Tabela 26 apresenta
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a composicdo do gradiente usado na separagao dos compostos cloridrato de clobutinol e
succinato de doxilamina e a Tabela 27 os parametros cromatograficos obtidos na
separacao mostrada na Figura 62. Na Tabela 28 estdo apresentadas as figuras de mérito

avaliadas na validacdo do método analitico.

Tabela 26: Gradiente de FM usado na separacéao de cloridrato de clobutinol e succinato de
doxilamina.

Tempo (min)  Tampéo %  MeOH % ACN %

0 77 0 23
5,0 77 0 23
8,0 71 2 27
12,5 71 2 27
13,5 71 2 27
14,0 71 2 27
15,0 77 0 23
17,0 77 0 23

Tabela 27: Parametros cromatograficos da separacao de cloridrato de clobutinol e
succinato de doxilamina.

Pureza de tr « N/m
Composto Dico (min) (m™) As Rs
Succinato de 0,9991 70 48 71712 A4 e
doxilamina
Cloridrato de 0,9993 136 104 108112 12 125
clobutinol

* tm usado no calculo do fator de retengéo: 1,2

Tabela 28: Figuras de mérito obtidas na validacdo do método na determinacao cloridrato
de clobutinol e succinato de doxilamina em xarope.
Composto  Precisdo CV(%) LD LQ Exatidao (%) Faixa  Coeficiente
Repetibilidade/ pg/mL pg/mL 80 100 Linear de correlagac
Intermediaria 120 pMg/mL (r

0,63 0,86 055 2,3 98,8 99,1 99,2 2,3-63 0,9999

Succinato de
doxilamina
Cloridrato de

) 0,45 0,96 0,45 2,4 98,4 99,2 100,2 2,4-336 0,9999
clobutinol

A figura de mérito robustez foi avaliada quanto a alteracdo do pH do tampéo da FM,
vazao e proporcado de componente organico na FM e temperatura da coluna. Na avaliacao
da robustez, os valores de recuperagao do teor comparado ao valor obtido com a condicao
original do método variaram de 98,1 % a 99,3 %. A exatidao foi realizada pelo método de
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adicdo dos ativos ao placebo. Os resultados obtidos de recuperacdo dos ativos
adicionados foram de 98,4 a 100,2 % para CLO e 98,8 a 99,2 para DOX. A precisdo do
método foi realizada quanto ao critério de repetibilidade (mesmo dia) e intermediarias (dias
diferentes); os resultados obtidos de coeficiente de variagdo ficaram abaixo de 5% para
todos os ativos, conforme Tabela 25. O valor de Fcacuado Utilizando nivel de confianca de
95% foi menor que 0 Fiapelado de 5,05. Os valores obtidos de F variaram de 1,82 e 4,52 para
CLO e DOX, respectivamente. A estabilidade das solugdes foi avaliada injetando as
solugbes padrao e amostra dentro de um intervalo de 48 horas e foi verificada uma
variagcdo menor de 2,0% de area entre as replicatas para as solu¢cdes amostra e padrao.

O estudo de estabilidade é uma parte integral no desenvolvimento do produto. As
informacdes obtidas durante o estudo de estabilidade permitem determinar o tempo de
vida 0til do medicamento, condi¢cdes de estocagem e o perfil de impurezas provenientes do
farmaco e de interacdes deste com outros ativos, excipientes e embalagem. O método
desenvolvido deve ser capaz de permitir a separagdo entre esses compostos e, desta
forma, ser considerado como um método indicador de estabilidade. Amostras dos
farmacos CLO e DOX e também amostras do xarope e placebo foram avaliadas nos
seguintes meios de degradagcdo em temperatura de 80 °C, &cido, solugcao de HCI 0,1 mol
L™, alcalino, solugdo de NaOH 0,1 mol L, oxidativo, com H,O» a 10% e fotolitico em
presenca de luz UV durante 24 horas. Os resultados estdo apresentados na Tabela 29. As
concentragdes tedricas dos farmacos nas amostras foram de 4,0 mg mL™" para CLO e 0,75
mg mL" para DOX.

Tabela 29 — Teor para amostras de xarope contendo CLO e DOX expostas as condi¢des
de degradacao.

Concentragdo do farmaco Pureza de pico  Rs*

Condicbes de degradacao obtida (mgmL™)
CLO | DOX CLO | DOX

Controle (sem 4,0 0,75 0,9993 0,9991 12,5
degradacgao)

Hidrolise acida 3,9 0,73 0,9985 09988 12,0
Hidrolise basica 3,8 0,72 0,9974 0,9982 124
Oxidacao 2,4 0,38 0,9915 0,9939 10,3
Temperatura 3,8 0,73 0,9956 0,9965 10,3
Luz UV 3,9 0,71 0,9983 0,9948 11,8

* Resolugao entre CLO a DOX.
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As amostras foram analisadas de acordo com as condicbes do método validado e
nos cromatogramas obtidos ndo foram observados picos originados da degradacédo dos
farmacos e o teor das amostras analisadas também n&o apresentou alteragéo significativa,
exceto para a condicao oxidativa na qual ocorreu queda de 40 % e 50 % para CLO e DOX,
respectivamente. Os picos para os farmacos CLO e DOX apresentaram pureza adequada
em todas as condicdes avaliadas.

Os excelentes resultados obtidos para os parametros cromatograficos, como o fator
de assimeria de 1,1 para a DOX, comprovam a baixa atividade silandfilica da FE Si-C8-
uréia. O método desenvolvido e validado mostrou-se simples, rapido e seletivo, podendo
ser empregado na avaliacao simultanea de CLO e DOX em xarope para o controle de
qualidade deste medicamento. O método desenvolvido possibilitou a separacdo dos
produtos de degradacgao, excipientes e ativos do xarope, comprovando a seletividade do
método e apresentou excelente potencialidade como um método indicador de estabilidade.

4.4. Validacao do método de separacao de alprazolam e produtos de degradacao

Alprazolam € um benzodiapinico derivado do 1,4-benzodiazepinico. Como farmaco é
usado como ansiolitico no tratamento de ansiedade, de depressao e de disturbios do
pénico114’”5.

O método da Farmacopéia Americana USP® para determinagéo da dissolugdo de
alprazolam em comprimidos descreve como condicdo cromatografica o uso de FM
composta de tampéao fosfato pH 6,0: tetraidrofurano (THF): acetonitrila 60:35:5 e coluna
recheada com FE C8. O método para determinagdo do teor de alprazolam em matéria-
prima, segundo a USP'®, ¢ ainda mais complexo, uma vez que utiliza FM composta de
ACN:cloroférmio:alcool butilico:H>O:4acido acético 850:80:50:20:0,5 e coluna de silica.

Lozano et al.'*®
utilizando FM constituida de tampao fosfato 0,02 mol L™': ACN 45:55 v/v e coluna ODS

C18. Os parametros cromatogréaficos obtidos para alprazolam e impurezas foram: fator de

realizaram um estudo para separar alprazolam de impurezas,

retencdo entre 2,2 a 7,5; nimero de pratos de 39896 a 89587 pratos m™ e resolucdo de
5,3 para a impureza mais préoxima. O método de separagdao cromatografico desenvolvido
com a FE Si-C8-uréia para o alprazolam permitiu o uso de FM sem adicdo de tampéo e
com menor porcentagem do modificador organico. A melhor condicdo obtida de FM foi
composta de MeOH:H>O na proporgao de 40:60 v/v.
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A determinacdo dos produtos de degradacdo faz parte dos requisitos para

determinagdo do prazo de validade dos medicamentos®®®”'%

e para comprovar a
seletividade do método’®. Esse estudo é solicitado as indUstrias farmacéuticas quando vao
registrar um novo medicamento ou na renovagdo do registro. Nudelman e Carrera'®*
realizaram o isolamento e a caracterizacdo estrutural dos produtos de degradacdo, no
estudo de fotoestabilidade de comprimidos de alprazolam. A separagao cromatografica foi
feita em uma coluna Lichrosorb RP-8 e FM constituida de tampao fosfato-citrato e metanol.
Huidobro et al.'® fizeram o isolamento do principal produto de degradacao de alprazolam
no estudo de estabilidade, utilizando coluna semi-preparativa Zorbax® ODS e FM
constituida de tampao acetato de aménio e ACN 45:55 v/v. A separagdo analitica foi
realizada em uma coluna Hypersil® ODS e FM de tampéao fosfato de potassio e ACN 45:55
v/v. Os resultados obtidos mostraram boa separacédo, com parametros cromatograficos de

136 realizaram o estudo de

acordo com as especificagbes do ICH. Pathak e Rajput
estabilidade e a separacdo dos produtos de degradacdo de alprazolam e cloridrato de
sertralina, usando coluna C18 e FM constituida de tampéao fosfato pH 4, ACN e MeOH
50:45:5 v/v/v. Os resultados mostraram que produtos de degradacdo formados nos
comprimidos durante o estudo de estabilidade de longa e curta duragao foram semelhantes
aos obtidos no estudo de degradacéo.

O estudo de degradacdo forcada usando a FE Si-C8-uréia foi realizado pela
exposicao do diluente, placebo, amostra de comprimido de alprazolam 2 mg e padrao de
alprazolam nas seguintes condi¢des: degradacdo acida (HCI 0,1 mol L"); degradagao
basica (NaOH 0,1 mol L™"); degradacao oxidativa (H.O» 3%); temperatura (70 2C/48 horas)
e 1uz®%"1% Este estudo foi feito para o composto alprazolam e, entre as condigdes
testadas, a que apresentou maior degradagcéo do alprazolam foi com perdxido, conforme
apresentado no cromatograma do padrao, Figura 63. O pico cromatografico com tempo de
retencdo de 6,21 minutos corresponde ao alprazolam. Os picos em 4,13; 7,25; 8,74 e
10,58 minutos sdo originados na degradacdo do alprazolam, pois ndo aparecem no
cromatograma do diluente e do placebo sob a mesma condi¢do de degradacao. O estudo
de degradacado € importante no desenvolvimento do método analitico, pois possiveis
impurezas que possam surgir no medicamento durante o periodo de validade, devido a
reacoes de hidrélise acida, basica e oxidagdo, podem ser identificadas no método de

anélises7’133’136.
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Figura 63 — Cromatogramas obtidos no estudo de degradacédo forcada do alprazolam em
meio oxidativo (peréxido 3 %). Condi¢des cromatograficas: volume de injecao: 5 uL; coluna
Si-C8-uréia 125 x 3,9 mm; FM: MeOH:H.O (40:60 v/v), vazao: 0,6 mL/min; deteccdo UV a
254 nm e temperatura de 25 °C. Cromatograma A — meio oxidativo, B — Controle, C —
Placebo e D — FM.

Huidobro et al.'®® obtiveram a separagcdo com tempo de retencdo préximo a 5
minutos para o alprazolam e proximo a 9 minutos para o principal produto de degradacao.
Realizando o calculo de tempo de retencéo relativo (tgg) em relacdo ao alprazolam, na
separacdo mostrada na Figura 63, as impurezas em 8,7 e 10,5 minutos apresentam tgr
1,41 e 1,69, respectivamente. No estudo realizado por Huidobro et al.'®, o valor tgg para o
degradante foi de 1,73. No presente estudo, n&o foi realizado o isolamento ou a
caracterizagdo por espectrometria de massas ou RMN de 'H e '*C das impurezas,
entretanto, os resultados obtidos sdo indicativos que o método pode ser considerado
indicador de estabilidade por separar as impurezas provenientes da degradagdo do
alprazolam.

A Tabela 30 apresenta os parametros cromatograficos obtidos no estudo de
degradacgao forcada do alprazolam em meio oxidativo. O pico referente ao alprazolam
apresentou pureza de pico acima de 0,99 indicando que ndo deve haver outros compostos

eluindo no mesmo tempo de retengao do alprazolam.
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Tabela 30: Parametros cromatograficos obtidos na separacao de alprazolam e impurezas.

tr 1 . N/m Pureza Rs
Nome (min) Area K (m™) As de pico
Impureza 4.1 124755 2,3 35952 1,0 0,987 -
Alprazolam
(solucéo 6,2 473083 4,0 49600 1,0 0,997 7,3
padrao)
Alprazolam
(solucao 6,2 471058 4,0 47384 1,0 0,996 7,3
amostra)
Impureza 7,2 12154 4.8 55432 0,9 0,989 2,7
Impureza 8,7 12987 6,0 75690 0,9 0,991 7,8
Impureza 10,5 12433 7,5 91592 1,0 0,985 6,9

* tm usado no célculo do fator de retencao: 1,24

A validagdo do método de alprazolam em comprimidos foi realizada calculando-se as
figuras de mérito de seletividade, linearidade, limites de deteccdo e de quantificacao,
precisao, exatidao e robustez. A Tabela 31 apresenta os valores obtidos para os
parametros validagéao.

Tabela 31: Figuras de mérito da validacdo do método na determinagao de alprazolam em
comprimidos.

Composto Preciséao LD LQ Exatidao (%) Faixa Coeficiente de
Repetibilidade (pg/mL) (ug/mL) 80 100 120 Linear correlacéo (r)
Intermediaria (ng/mL)

CV (%)

Alprazolam 0,87 1,35 0,47 1,3 98,5980 98,8 1,340 0,9999

A exatidao foi verificada pelo método de adicdo do ativo ao placebo. Os resultados
obtidos para recuperagao do ativo adicionado foi de 98,0 a 98,8 %. A precisdo do método
foi avaliada quanto critério de repetibilidade (mesmo dia) e intermediaria (dias diferentes);
os resultados obtidos de coeficiente de variagao ficaram abaixo de 5% para o ativo,
conforme Tabela 31. O valor de Fcacuado de 2,36, utilizando nivel de confianga de 95%, foi
menor que 0 Fiapelado de 5,03, indicando que nao ha diferenca significativa entre as duas
precisbes. A Figura 64 apresenta a curva analitica e grafico de residuos obtidos para
linearidade.
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Figura 64 — Curva analitica e grafico de residuos para alprazolam.

A distribuicdo dos residuos do ajuste linear ndo apresentou tendéncia, mostrando

dados aleatérios em torno do eixo zero. O método apresentou linearidade dentro da faixa
de concentragdo avaliada.

Um dos parametros avaliados na validacdo do método de alprazolam foi a robustez
do método onde foram estudadas alteracoes nas condi¢cdes de analise como alteracao da
vazao e proporcdo de FM, temperatura, coluna e sistema cromatografico. Na Tabela 32
estdo mostrados os resultados obtidos no estudo da robustez.

A recuperacao de alprazolam foi calculada em relacédo a condicao original do método.

Tabela 32 — Resultados obtidos na determinacédo da robustez do método para alprazolam.

Condicéo Recuperagéo (%) CV %
FM 0,7 mL/min 98,9 1,2
FM 0,5 mL/min 98,8 1,2
Temperatura 30 °C 99,5 0,9
Temperatura 20 °C 99,4 0,8
FM 55/45 H,O-ACN 99,3 1,0
FM 65/35 H,O -ACN 99,5 1,1
Coluna Si-C8-uréia 60 x 3,9 mm 99,1 1,2
Equipamento CLAE e Detector UV 98,9 0,8
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Na avaliacdo da seletividade foram avaliados também a exposicdo das solucdes
amostra, padrao e placebo a luz e temperatura. O placebo n&o interferiu na separacao do
alprazolam. A recuperacao do analito nas condi¢Oes testadas estdo de acordo com a RE
899/2003"* da Anvisa e estdo apresentados na Figura 65.
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% Recuperada do analito sobre condicfio de exposi¢do
relagio a condi¢io ambiente

60,0

Filtrado em Millex 0.45um

OPadrao Temperatura OPadrao Luz
O Amostra Temperatura O Amostra Luz

Figura 65 - Grafico representativo das recuperagdes de padrao temperatura e luz e
amostra luz em relacédo ao padrdao e amostra na temperatura ambiente e em vidraria
ambar.

O estudo de estabilidade foi feito a partir de uma solugdo padrdo e uma solugao
amostra, preparados conforme o método inicial. Injecdes dessas solugdes foram feitas a
cada trés horas durante um periodo de 48 horas para que fosse possivel avaliar a
alteracdo das areas dos picos em cada tempo. O valor obtido de area foi calculado em
termos percentuais da area obtida inicialmente. A Figura 66 apresenta o grafico da
estabilidade da solugdo amostra. A solucdo padrdo também apresentou estabilidade
durante as primeiras 48 horas de preparacgao.
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Figura 66 - Grafico representativo da estabilidade da solucdo amostra de alprazolam em
comprimidos.

O método de separacado cromatografica desenvolvido e validado para o alprazolam
em comprimidos usando a FE Si-C8-uréia e FM metanol e agua permitiu uma separacao
eficiente, com resolucdo maior que 2,5 para todas as impurezas e farmaco, bem como
picos simétricos. O método também possui como vantagem o uso de FM sem uso de
tampéo e o uso do modificador organico metanol, apresentando menor custo comparado
ao método proposto pela USP°. O método proposto pode ser considerado indicador de
estabilidade, pois permite a separagcdo entre os produtos de degradacao e alprazolam,
podendo ser usado nos estudos de estabilidade de longa e curta duragao.

4.5. Separacao de cloxazolam em comprimidos

O cloxazolam € um derivado 1,3-benzodiazepinico sintetizado inicialmente pela
Snakyo Research Laboratories, em 1974 e apresenta caracteristicas basicas com pKa de
7,4. O farmaco é usado no tratamento da depressdo, sindrome do panico, ansiolitico,
hipnético, relaxante muscular e também apresenta efeitos antiepilépticos'®’. Cloxazolam
como medicamento encontra-se disponivel na forma farmacéutica sélida em comprimidos
de 4 mg, 2 mg e 1 mg e faz parte da lista B1 segundo a qual a venda € regulada pela
Portaria 344 da ANVISA'®,

O método utilizado para a determinagdo da matéria-prima de cloxazolam é descrito
apenas na farmacopéia japonesa'®® e consiste na titulagdo potenciométrica em meio nao

aquoso com solucgdo titulante de acido perclérico. Esse método é aplicado apenas para
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determinacdo do composto puro, pois ndo possui seletividade para diferenciar o composto
ativo de impurezas, excipientes contidos no comprimido e de compostos de degradacao.
Para avaliacdo de impurezas a farmacopéia japonesa descreve o uso de cromatografia em
camada delgada que é um teste limitante e ndo avalia as impurezas em potencial desse
farmaco. O método para determinar a quantidade de cloxazolam em comprimido tanto
quanto ao teor do farmaco como de dissolucédo é o espectrofotométrico, que também néo
possui a seletividade necesséria para separar o cloxazolam de eventuais impurezas. Uma
informacao que tem chamado atencao até a presente data é que o prazo de validade do
medicamento, fabricado com o farmaco ativo cloxazolam, foi alterado de 24 meses para 18
meses'®. Uma possivel explicacdo para tal fato seria a instabilidade do medicamento por
um periodo maior que 18 meses, o que poderia ocasionar formacdo de compostos de
degradacao.

A separacdo e a determinagdo de cloxazolam tém sido realizadas por polarografia'®,
avaliando o efeito do pH no intervalo de 1 a 12. No estudo foram obtidos bons resultados
para quantificacdo de cloxazolam em comprimido de 1 mg, o meio utilizado evitou o
processo de hidrolise previsto nos métodos por espectrofotometria e fluorometria para esse
farmaco. Na revisao da literatura ndo foram encontradas, até a presente data, publicacdes
sobre a separacdo cromatografica por CLAE com deteccdo por ultravioleta para
cloxazolam em comprimidos. Os métodos publicados para cloxazolam avaliam o farmaco
em presenca de outros compostos, geralmente em fluidos biolégicos. A metodologia
comumente aplicada é cromatografia com deteccao por espectrometria de massas. Maurer
e Pfleger'*' desenvolveram uma metodologia para identificacdo e diferenciacdo de 29
benzodiazepinicos, incluindo cloxazolam, em amostras de urina por cromatografia a gas
com detecgdo por espectrometria de massas. Inoue et al.'*® avaliaram e determinaram
cloxazolam e outros benzodiazepinicos em amostras de sangue, utilizando extracdo em
fase sélida e analise por cromatografia a gas com deteccéo por espectrometria de massas.
A separacgao por CLAE de cloxazolam e outros benzodiazepinicos foi feita por Rodrigues et
al'® em amostra biolégicas utilizando extragdo em fase sélida e andlise com deteccédo
eletroquimica. Laloup et al.'** fizeram a validagdo da metodologia por CLAE com detecgao
por espectrometria de massas de cloxazolam e mais 25 benzodiazepinicos em amostra de
sangue, urina e cabelo. A separacao foi realizada em coluna XTerra® MS C18 e FM
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metanol e tampao formiato. Miyaguchie et a realizaram a separacgao de varios farmacos
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hipnéticos e sedativos por CLAE com deteccdo por espectrometria de massas, utilizando
coluna Symmetry® C18 e como FM metanol e tampé&o acetato de aménio em eluicdo por
gradiente. Entre outras metodologias utilizadas para separacao de cloxazolam, a
cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia foi utilizada por Otsubo et al.'*® na
deteccdo de cloxazolam e outros benzodiazepinicos em amostras de plasma humano.
Jinno et al'” realizaram a comparacdo entre a separacdo de cloxazolam e outros
benzodiazepinicos empregando eletrocromatografia capilar de tubo aberto e fechado.

Suzuki et al'*®

, separaram cloxazolam e benzodiazepinicos por eletroforese capilar,
usando como tampéo sulfato de dextrana e lauril sulfato de sédio. Os resultados obtidos
permitiram boa separagédo entre todos os compostos analisados. O método descrito no

guia de colunas Hypersil'*®

descreve o uso de FM constituida de metanol:tampéao de &cido
formico 0,1%. Foi obtida boa separagao do cloxazolam, entretanto, na aplicagdo do método
para a separacao de uma mistura de benzodiazepinicos, o cloxazolam elui juntamente com
a FM no tu.

O desenvolvimento e validacdo de um método cromatografico para a determinagao
de cloxazolam e impurezas em matéria-prima e comprimidos é util para monitorar a

qualidade desse medicamento no prazo de validade estipulado.

4.5.1.Desenvolvimento de método para a determinacao do teor de

cloxazolam em comprimidos.

Inicialmente, a FM testada na separacdao do cloxazolam foi constituida de metanol
(MeOH) e/ou acetonitrila (ACN) e agua sem ajuste de pH. Como nao foram obtidos bons
resultados tentou-se o ajuste de pH da FM e também o uso de tampao em pH acido e
neutro.

A condicao cromatografica com tampao fosfato pH 7,0 apresentou melhor resultado
quando comparada a condi¢cées de FM com uso de modificador organico e agua e também
em pH acido com adicdo de acido fosférico. Com o aumento da proporcado de tampéao foi
obtida melhor eficiéncia na separacao, com pico simétrico. A partir dessa condicdo de pH
neutro com melhor separagao para o cloxazolam foram testadas outras condicbes em pH
neutro sem a utilizagdo de sais para tamponar a FM.
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A Tabela 33 mostra os parametros cromatograficos obtidos com as FM estudadas. A
vazao utilizada foi de 0,6 mL min™, coluna Si-C8-uréia nas dimensdes de 125 x 3,9 mm e

volume de injegéo de 20 uL.

Tabela 33 — Parametros cromatograficos obtidos no estudo de selecao da FM.

Composicédo da FM tr N/m As
(min)  (m™)
MeOH : H,O 60:40 v/v 3,3 5672 1,2
ACN : MeOH : H>,O 10:50:40 v/v/v 7,0 9320 1,0
ACN : H-O 60/40 v/v 6,9 13432 1,8

MeOH : HsPO,4 0,1% 55/45 viv (pH2,8) 2,7 14456 1,4
MeOH : HsPO, 0,1% 44/66 viv (pH2,8) 3,0 22688 1,7

ACN : MeOH : Tampao fosfato pH 7,0 3,8 49544 1,1
(NazHPO4.2H20) 55:10:35 v/v/iv

ACN : MeOH : Tampao fosfato pH 7,0 9,7 63720 0,97
(NaoHPO4.2H20) 37:14:49 viviv

A primeira condicdo avaliada foi o uso de trietilamina (TEA) com correcédo do pH para
7,0 com &cido fosférico a 10% v/v. A vazdo de FM usada no teste foi de 1,0 mL min™. A

Tabela 34 apresenta os parametros cromatograficos obtidos com a FM contendo TEA.

Tabela 34 - Parametros cromatograficos obtidos no estudo da selecdo da FM usando TEA.

Composicao da FM e volume de injegdo (uL) tR N/m As
(min)  (m™)
ACN : MeOH : TEA 0,1% pH 7,0 55:10:35 v/v/v (20 L) 3,7 31752 0,97
MeOH : TEA 0,1% pH 7,0 35:65 v/v (20 L) 37 22832 08
ACN : TEA 0,1% pH 7,0 35:65 v/v (10 ulL) 3,3 56776 1,1
ACN : TEA 0,1% pH 7,0 35:65 v/v (20 ulL) 3,3 38288 1,1
ACN : TEA 0,1% pH 7,0 50:50 v/v (20 pL) 6,2 43448 1,0

Nas condi¢bes avaliadas usando ACN e TEA, o cloxazolam foi separado com boa
eficiéncia, picos simétricos e na condicao de 50:50 v/v, entre ACN e a solucao de TEA, foi
obtido maior tempo de retencdo. Esta condicdo apesar de menor eficiéncia fornece uma

eluicdo com maior tempo de retencdo que podera apresentar melhor separacdo no estudo
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de degradacdao. Com a redugédo do volume de injecdo de 20 uL para 10 uL foi obtida
melhor eficiéncia devido a reducdo de material injetado na coluna cromatografica. A
substituicado de ACN por MeOH na FM n&o apresentou boa eficiéncia na separagdo e o
pico obtido apresentou cauda frontal. Apesar da condicdo com TEA na FM apresentar
menor eficiéncia na separacao cloxazolam comparada ao uso de tampao com fosfato de
sodio, a TEA foi escolhida por ser menos agressiva a FE e por apresentar um menor
tempo de analise.

A composicao da FM escolhida para a separacdo do cloxazolam foi ACN:TEA 0,1%
pH 7,0 50:50 v/v. Para avaliar a influéncia da TEA na separacao do cloxazolam foi feito um
estudo da concentragcdo de TEA na FM. Foram avaliadas as concentragdes de 1,0%, 0,5%,
0,25%, 0,1% e 0,05%. O volume utilizado nas injecdes foi de 5 uL. A Tabela 35 apresenta
os resultados de parametros cromatograficos obtidos com a variagdo da concentracéo de
TEA na FM.

Tabela 35 — Parametros cromatograficos obtidos no desenvolvimento do método de
cloxazolam avaliando a composicao da solucédo de TEA.

Composicao da FM tr N/m As
(min)  (m™)
ACN : TEA 0,05% pH 7,0 50:50 v/v 6,3 60280 0,94
ACN : TEA 0,1% pH 7,0 50:50 v/v 6,1 67880 0,96
ACN : TEA 0,25% pH 7,0 50:50 v/v 6,1 61512 0,97
ACN : TEA 0,5% pH 7,0 50:50 v/v 6,1 65464 0,97
ACN : TEA 1,0 % pH 7,0 50:50 v/v 6,1 68088 0,98

A eficiéncia e fator de assimetria obtidos com a FM contendo TEA na concentracao
de 0,1% foram semelhantes aos valores obtidos com a concentracdo de 1,0%, assim,
devido ao menor grau de saturacdo da coluna com a TEA, foi escolhida a concentragdo de
0,1% de TEA na FM.

Para otimizar o método analitico, com relacdo ao volume de injecdo usado na analise
cromatografica do cloxazolam, foram avaliados os volumes de 1, 5, 10, 15, 20, 30, 40 e 50
uL. Para cada volume de injecdo foram realizadas injecbes em triplicata para avaliar a
variagao entre as injegdes. A Tabela 36 apresenta os parametros cromatograficos obtidos

neste estudo.
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Tabela 36 — Parametros cromatograficos obtidos no estudo de volume de injecao.

Volume de injecao (uL) tr N/m As CV das
(min) (m™) injecdes (%)
1,0 6,2 75576 1,1 0,35
5,0 6,2 75328 0,98 0,14
10,0 6,2 64344 1,0 0,12
15,0 6,2 54312 1,0 0,11
20,0 6,2 43448 1,0 0,12
30,0 6,2 23240 0,85 0,13
40,0 6,1 15000 0,79 0,11
50,0 6,1 10592 0,64 0,11

Como nado houve praticamente diferencas entre os valores dos parametros
cromatograficos obtidos com o volume de 1 e 5 uL, optou-se pelo volume de 5 pL por
apresentar maior repetibilidade entre as injegdes.

A FE Si-C8-uréia separou satisfatoriamente o composto cloxazolam dos excipientes
presentes no comprimido conforme pode ser visualizada no cromatograma da Figura 67. A
separacao foi obtida com eficiéncia de 75600 N/m, fator de assimetria de 1,0 e tempo

retengdo de aproximadamente 6,2 minutos.
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Figura 67 — Cromatograma obtido na separagdo de cloxazolam em comprimidos.
Condicoes cromatograficas: volume de injecdo 5 uL; coluna Si-C8-uréia 125 x 3,9 mm. FM:
ACN:TEA 0,1% pH 7,0 50/50 v/v, vazao 1,0 mL/min; deteccdo UV a 244 nm e temperatura:
25 °C.
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A Figura 68 apresenta o espectro de absorcdo do cloxazolam na faixa de 200 a 400
nm e o espectro tridimensional para a condicdo cromatografica de separacéo obtida para o

cloxazolam.
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Figura 68 — Espectro de absorcdo no UV do cloxazolam na condigcdo cromatografica 6tima
de separacado em duas dimensodes (A) e (B) cromatograma em 3D.

Como pode ser observado nédo ha interferentes eluindo no mesmo tempo de retencao
do cloxazolam. A deteccdo em 244 nm justifica-se pela maior absorcdo nesta faixa do
espectro. A pureza de pico para o cloxazolam foi maior que 0,99, valores préximos de 1

indicam que os picos estdo puros® ',

4.5.2. Desenvolvimento e validacao do método de determinacao do teor
de cloxazolam e impurezas em comprimidos.
4.5.2.1. Estudo de degradacao

O estudo de degradacao forcada foi realizado pela exposicdo do diluente, placebo,
amostra de comprimido de cloxazolam 4 mg e padrdo de alprazolam nas seguintes
condicdes: degradacdo acida (HCI 0,1 mol L™); degradacdo basica (NaOH 0,1 mol L™);
degradacdo oxidativa (H20» 3%); temperatura (70 2C/48 horas) e luz®®°.

Os cromatogramas obtidos no estudo de degradacédo de cloxazolam em meio basico
sao apresentados na Figura 69, na qual sdo observados picos de impurezas proximos a 11
minutos, com intensidade consideravel indicando que houve degradacdo do composto
cloxazolam. No cromatograma do placebo e diluente ndo foram observados os picos de

degradacao.
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Figura 69 — Cromatogramas obtidos no estudo de degradacdo do cloxazolam em meio
basico (NaOH 0,1 mol L™"). Condicdes cromatograficas: volume de inje¢do 5 uL; coluna Si-
C8-uréia 125 x 3,9 mm FM ACN:TEA 0,1% pH 7,0 50:50 v/v, vazao 1,0 mL/min; detecgéo
UV a 244 nm e temperatura 25 °C. Cromatograma de A-padrao, B-amostra, C-placebo e D-
diluente. Compostos: 1- cloxazolam, 2- impureza.

Na Figura 70 sdo apresentados os espectros na regido do ultravioleta para o
cloxazolam do padrdo e da amostra e também da impureza com retencdo de 11 minutos.
O farmaco cloxazolam apresenta maximo de absorcdo em 244 nm, Figura 68, e a
impureza presente nas solucées degradadas de amostra e padrdo apresenta maximo em
234 nm.
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Figura 70 — Espectros de absorgéo no ultravioleta da amostra e padrao de cloxazolam em
meio basico e padrdo de cloxazolam em ACN. A-cloxazolam e B-impureza.

Os cromatogramas obtidos no estudo de degradacdao de cloxazolam em meio
oxidativo estdo apresentados na Figura 71, na qual sdo observados varios picos de

impurezas, incluindo o pico em 11 minutos, visto também no cromatograma da degradacgao
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basica. O aumento de impurezas indica que a degradacdo do composto cloxazolam é
maior em meio oxidativo. No cromatograma do placebo e diluente ndo foram observados

0s picos de degradacgao.
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Figura 71 — Cromatogramas obtidos no estudo de degradacdo do Cloxazolam em meio
oxidativo (H2O2 3,0%). Condi¢cdes cromatogréficas: volume de injecdo 5 pL; coluna Si-C8-
uréia 125 x 3,9 mm; FM ACN:TEA 0,1% pH 7,0 50/50 v/v, vazéo 1,0 mL/min; temperatura:
25 °C e deteccao UV a 244 nm. Cromatograma de A-padrdo, B-amostra, C-placebo e D-
diluente. Compostos: 1- cloxazolam, 2- impureza.

Nas Figuras 72 e 73 s&do apresentados os espectros dos compostos separados para a
solucéo padrao degradada em meio oxidativo na regido do ultravioleta.
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Figura 72 — Espectros de absorgéo no ultravioleta de padréo de cloxazolam em meio
oxidativo, A cloxazolam e B impureza.

A impureza com retencdo em 11,24 minutos apresenta maximo de absor¢cao em 234
nm, sendo a mesma obtida na degradacao basica. Os espectros das impurezas que

Tese de Doutorado 154



eluiram préximas a 4,53 e 5,15 minutos, Figura 73 A e B, respectivamente apresentaram
maximo de absor¢cdo em 239 e 238 nm.

30 — 4,53 Min 30

Lambda Max

200

20 20

100

10 10

0

0 2 0

200 250 300 350 400

200 250 300 350 400

nm

Figura 73 — Espectros de absorcao no ultravioleta para impurezas de cloxazolam em
meio oxidativo, A, B, impurezas.

Os cromatogramas obtidos no estudo de degradacao de cloxazolam em meio acido
estdo apresentados na Figura 74. A degradacédo observada na condicdo acida também foi
extensa, pois houve reducao de area superior a 90% comparada a condi¢cao controle.
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Figura 74 — Cromatogramas obtidos no estudo de degradacdo do Cloxazolam em
meio &cido (Acido HCI 0,1 mol L™). Condicdes cromatogréficas: volume de inje¢do 5 pL;
coluna Si-C8-uréia 125 x 3,9 mm; FM: ACN:TEA 0,1% pH 7,0 50/50 v/v, vazdo 1,0 mL/min,
temperatura 25 °C e deteccdo UV a 244 nm. Cromatograma de A-padrao, B-amostra, C-
placebo e D-diluente. Compostos: 1- impurezas, 2- cloxazolam.

Na Figura 74 sao visualizados varios picos de impurezas, incluindo o pico em 11
minutos observado também no cromatograma da degradacao basica e oxidativa em 5,15
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minutos. No cromatograma do placebo e diluente ndo foram observados os picos de
degradacao.

Na Figura 75 estdo apresentados os espectros de absorcdo na regiao do ultravioleta
dos compostos separados na solucdo padrao degradada em meio acido. As impurezas
com retengdo em 4,2, 5,1 e 11,3 minutos também foram identificadas nos espectros,
Figuras 75A, 75B e 75D, respectivamente. A Figura 75C apresenta o espectro de absorcéao

para o cloxazolam obtido na separacdo em meio acido.
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Figura 75 — Espectros de absorc¢ao no ultravioleta de padrdo de cloxazolam em meio acido.
A, B, e D impurezas, C cloxazolam.

A fotdlise para o cloxazolam, degradacao em presenca de luz UV a 254 nm, foi mais
branda que as demais condicdes, apresentando baixa reducao de area para o cloxazolam
e a formacdo de apenas uma impureza. Na Figura 76 estdo apresentados os
cromatogramas obtidos sob condicdo de degradacao fotolitica. Nao foram observadas

degradagdes provenientes do placebo e do diluente.
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Figura 76 — Cromatogramas obtidos no estudo de degradacdo do cloxazolam em
condicoes fotoliticas. Condi¢cdes cromatograficas: volume de injecao 5 uL; coluna Si-C8-
uréia 125 x 3,9 mm; FM: ACN:TEA 0,1% pH 7,0 50/50 v/v, vaz&o 1,0 mL/min; temperatura:
25 °C e deteccdo UV a 244 nm. Cromatograma de A-padrdo degradado, B-padréao
controle, C-placebo e D-diluente. Compostos: 1- cloxazolam, 2- impureza.

Na Figura 77 sdo apresentados os espectros de absorcédo na regido do ultravioleta do
cloxazolam e da impureza formada pela fétolise obtidos com a solugdo amostra de

cloxazolam.
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Figura 77 — Espectros de absorgdo no ultravioleta da amostra de cloxazolam exposto a luz.
A-Cloxazolam e B-impureza.

Os cromatogramas obtidos no estudo da degradacao de cloxazolam em temperatura
de 60 °C estao apresentados na Figura 78. A degradacado observada nesta condicao foi
branda comparada a condicdo basica e oxidativa. No cromatograma do placebo e do
diluente ndo foram observados os picos de degradacdo. O cloxazolam e a impureza
apresentaram tempos de retencdo menores em comparacdo as outras condicbes de

degradacao.
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Figura 78 — Cromatogramas obtidos no estudo de degradacdo do cloxazolam em meio
térmico. Condicdes cromatograficas: volume de injecao 5 uL; Coluna Si-C8-uréia 125 x 3,9
mm; FM ACN:TEA 0,1% pH 7,0 50/50 v/v, vazdo 1,0 mL/min; temperatura: 25 °C e
deteccdo UV a 244 nm. Cromatograma de A-padrdo degradado, B-padrdo controle, C-
placebo e D-diluente. Compostos: 1- cloxazolam, 2- impureza.

Na Figura 79 estao apresentados 0s espectros de absor¢cdo no UV do cloxazolam e
da impureza formada na degradacdo, sob temperatura. A impureza evidenciada pelo
maximo de absor¢cao em 234 nm eluiu em tempo de retencao inferior as demais condi¢des

de degradacao.
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Figura 79 — Espectros de absor¢do no ultravioleta da amostra de cloxazolam exposta a
temperatura. A-Cloxazolam e B-impureza.

Na Figura 80 estdo apresentados os espectros de absor¢do no infravermelho dos

padrées de cloxazolam em condicdo controle e expostos as condicoes de luz e
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temperatura. Nos espectros nédo foram observadas diferencas significativas

entre as

bandas de absorcéo caracteristicas dos grupos funcionais do farmaco.

2004
180;
150-5
140—5
120—5
mu-f

80

Transmitancia (%)

B0
401

204

201
-40 1
. R R
3800 3000

Figura 80 — Espectros de absorca
solido exposto a luz e temperatura
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caracteristicas principais inalteradas em comparacdo com o espectro apresentado na
Farmacopéia Japonesa'®®, mostrado na Figura 81.
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4.5.3. Avaliacao da estrutura quimica das impurezas de cloxazolam.

Para caracterizar as principais impurezas obtidas no estudo de degradagcao de
cloxazolam, foi escolhida a condicdo em meio oxidativo. A partir da injecdo no
cromatégrafo a liquido acoplado ao espectrometro de massas do padrdo degradado em
meio oxidativo, os principais picos de impureza foram avaliados isoladamente para
verificagdo da massa molar e comparados aos resultados obtidos com uma solugéo
contendo cloxazolam, impurezas propostas e compostos ja identificados como as
impurezas por deteccdo por arranjo de diodos. As informagbes obtidas com a
espectrometria de massas acoplada ao cromatégrafo a liquido possibilitaram a
identificacdo dos principais produtos de degradacdo. A Figura 82A apresenta o
cromatograma dos padrdes de impurezas cloxaetanolamina e benzofenona. A Figura 82B
mostra o cromatograma do padrdo de cloxazolam. Na Figura 83 pode ser visualizado o

cromatograma da mistura dos padrdes de cloxaetanolamina, benzofenona e cloxazolam.
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Figura 82 — Cromatogramas obtidos na separacdo de cloxazolam e padrao de impurezas
por CLAE-DAD-EM. Condigcbes cromatograficas: volume de injecao 5 ulL; coluna Si-C8-
uréia 125 x 3,9 mm; FM: ACN:TEA 0,1% H 7,0 50/50 v/v, vazdo 1,0 mL/min; temperatura
25 °C e deteccdo UV a 244 nm. Cromatograma: 1 — cloxaetanolamina, 2 -
aminobenzofenona e 3 — cloxazolam. A) padrdes cloxaetanolamina e benzofenona, B)
cloxazolam.

Comparando o cromatograma da Figura 83 aos cromatogramas das condicdes de
degradacgao, apresentados nas Figuras 69, 71, 73, 76 e 77, podem ser observadas

semelhancgas no tempo de retencéo das impurezas e do cloxazolam.
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Figura 83 — Cromatograma obtido na separacédo da mistura de cloxazolam e impurezas por
CLAE-DAD-EM. Condicoes cromatograficas: idénticas a Figura 82.

Na Figura 84 é apresentado o cromatograma de uma amostra de cloxazolam

comprimidos com 18 meses de fabricacdo. Pode ser observada a presencga da impureza

em 4,3 minutos que comparada ao cromatograma da Figura 83, pode ser identificada como

a cloxaetanolamina. A impureza também pode ser observada nos cromatogramas do

estudo degradacao mostrados anteriormente.
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Figura 84 — Cromatograma obtido na separacdo de cloxazolam e impureza em
comprimidos de cloxazolam com 18 meses de fabricacdo. Condi¢cdes cromatograficas:
volume de injegdo 5 uL; coluna Si-C8-uréia 125 x 3,9 mm FM: ACN:TEA 0,1% pH 7,0
50/50 v/v, vazao 1,0 mL/min; temperatura: 25 °C e detecg¢édo a 244 nm. Cromatograma: 1-

cloxaetanolamina e 2-cloxazolam.
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Na Figura 85 sao apresentados os espectros de absor¢do no ultravioleta da impureza

e cloxazolam em amostra de comprimido de cloxazolam analisada com a FE Si-C8-uréia.
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Figura 85 — Espectros de absorcdo no ultravioleta da amostra de comprimido de
cloxazolam em 18 meses de estudo de estabilidade, A-Cloxazolam e B-impureza.

Para confirmacao das impurezas de cloxazolam obtidas nos estudos de degradagéao e
estabilidade foi feita a avaliagdo individual de cada pico cromatografico para obtencéao da
razao massa/carga dos ions gerados. Na Figura 86 é apresentado o espectro de massas
para o composto cloxazolam obtido com a solucdo de degradacdo em meio oxidativo. O
ion em 349 m/z identifica 0 composto cloxazolam que possui massa molar de 348.
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Figura 86 - Espectro de massas obtido para o pico de cloxazolam em ACN.
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O ion de 349 m/z foi isolado e a fragmentacdo mostra o ion com massa de 305 m/z,
Figura 87. Os resultados obtidos estdo de acordo com o ion molecular avaliado por
Miyaguchi et al.'**.
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Figura 87 - Espectro de massas obtido por CL-EM/EM para o ion 349 m/z de cloxazolam
em ACN.

Na Figura 88 é apresentado o espectro de massas e a estrutura quimica para a
impureza do cloxazolam, identificada como cloxaetanolamina, 2-etanolaminoacetamida-2’-

5-dicloro-benzofenona, massa molar 366 m/z.
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Figura 88 - Espectro de massas obtido para o pico de cloxaetanolamina em ACN.
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O isolamento do ion 367 m/z gera como fragmentacdo um ion com 266 m/z de
massa, Figura 89. Esse ion gerado estd de acordo com a outra impureza sugerida para o

cloxazolam, a aminobenzofenona.
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Figura 89 - Espectro de massas obtido por CL-EM/EM do ion m/z 367 de cloxaetanolamina
em ACN.

Na Figura 90 é apresentado o espectro de massas e a estrutura para a outra principal
impureza do cloxazolam, identificada como aminobenzofenona, 2-amino-2,5-dicloro-

benzofenona, massa molar 265.
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Figura 90 - Espectro de massas obtido para o pico de aminobenzofenona em ACN.
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O ion m/z 266 foi isolado e a fragmentacdo mostra o ion com m/z de 230 e 154,

apresentada na Figura 91.

Intens. | +MS2(266), 1.7min #122
x108 154

266

Figura 91 - Espectro de massas obtido por CL-EM/EM para o pico de aminobenzofenona
em ACN.

Em condicées de hidrélise o composto cloxazolam sofre degradacdo e produz a
impureza cloxaetanolamina, como pode ser observado no espectro de massas para o
cloxazolam em meio ACN:H,O 50:50 v/v e gera também a impureza aminobenzofenona,

como podem ser observados nos espectros de massas das Figuras 92 e 93.
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Figura 92 - Espectro de massas obtido por CL-EM para o pico de cloxazolam em ACN:H.O
50:50 v/v.
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Figura 93 - Espectro de massas obtido por CL-EM/EM para o ion m/z 367obtido a partir do
pico de cloxazolam em ACN:H>0O 50:50 v/v.

Os resultados apresentados de separacao cromatografica, espectros de absor¢ao no
ultravioleta dos compostos e espectros de massas foram Uteis na confirmacdo das

impurezas presentes nas amostras de comprimido de cloxazolam e de matéria-prima.

4.5.4. Validacao do método para determinacao do teor de cloxazolam e

impurezas
A partir da confirmacado das impurezas cloxaetanolamina e aminobenzofenoa, foi
realizada a validacdo do método analitico para determinacdo do teor de cloxazolam e
impurezas em comprimidos de cloxazolam de 4 mg. A Tabela 37 apresenta os parametros
cromatograficos obtidos na separacdo cromatografica dos padrées das impurezas

cloxaetanolamina e benzofenona e padrao de cloxazolam.

Tabela 37: Parametros cromatograficos obtidos na separacao de cloxazolam e impurezas.

Composto tg (min) K* N/m As Pureza  Resolucao
(m™ de
Pico
Cloxaetanolamina 4.4 2,6 32440 1,1 0,9989 -
Cloxazolam 5,6 3,7 42027 1,0 0,9995 4.1
Aminobenzofenona 11,0 8,2 71334 1.2 0,9981 12,3

* tm usado no calculo do fator de retencdo: 1,2
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O método de analise para determinacdo de cloxazolam e impurezas foi validado
segundo as normas da Resolucdo 899/03 da Anvisa’ e dos guias do ICH Q2A”" e Q2B"®
que sao os principais para validacdo de métodos cromatograficos para determinacao de
farmacos. As figuras de mérito determinadas foram seletividade, linearidade, limite de

deteccéao e quantificagao, precisao, exatidao e estao apresentadas na Tabela 38.

Tabela 38: Figuras de mérito de validacdo do método na determinacdo de cloxazolam e
impurezas.

Composto Preciséo LD LQ Exatidao (%) Faixa Coeficiente
CV(%) (ug/mL) (ug/mL) 10 100 120 Linear de
Repetibilidade (g mL™) correlagdo (r)

/intermediaria

Cloxazolam 0,35 0,46 0,10 06 992 989 99,1 0,6-100 0,9999

Cloxaetanola
. 1,95 1,13 0,15 0,2 98,1 984 9972 0,2-20 0,9998
mina

Aminoben-
0,95 1,94 0,16 0,2 97,3 96,5 98,2 0,2-20 0,9997
zofenona

A Figura 94 apresenta a curva analitica e o grafico de residuos obtidos na avaliagéo
da linearidade.
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Figura 94 — Curva analitica (A) e grafico de residuos (B) do ajuste linear para o cloxazolam.
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A distribuicdo dos residuos do ajuste linear nao apresentou tendéncia, mostrando
dados aleatérios em torno do eixo zero. O método apresentou linearidade para as
impurezas cloxaetanolamina e aminobenzofenona e para o cloxazolam, dentro da faixa de
concentracao avaliada.

Os valores de precisdo para as impurezas e cloxazolam estdo de acordo com a
especificacdo descrita na Resolugéo 899 da Anvisa’™ que é de 2,0 % para a repetibilidade
e de 5,0 % para a precisao intermediaria. Os valores de F¢aicuado Obtidos foram de 1,8; 3,6
e 4,2 para cloxazolam, cloxaetanolamina e aminobenzofenona, respectivamente. Os
resultados foram menores que o valor de Fiapelado de 5,05 ao nivel de confianca de 95%,
indicando que nao ha diferenca significativa entre as duas precisdes.

A exatidao foi avaliada ao nivel de 10 %, 100 % e 120 % sobre uma concentragao de
100 ug mL" para cloxazolam e de 1,0 pg mL™" para as impurezas a partir da adi¢do das
impurezas ao placebo do comprimido de cloxazolam. Os resultados de exatidao obtidos
estiveram dentro de uma faixa de 97,3 % a 99,2 %, estando de acordo com a Anvisa’*.

Os valores para o limite de deteccao foram determinados pelo método do sinal ruido,
sendo que o limite de quantificacao foi considerado como o primeiro ponto da faixa linear.

A Tabela 39 apresenta os resultados individuais para os valores de recuperagao
obtidos na avaliagdo do parametro robustez para cloxazolam.

Tabela 39: Pardmetros de robustez da validacdo do método na determinacdo de

cloxazolam e impurezas.

Condicao robustez Recuperacéao (%) CV %
Vazao 1,1 mL min” 99,4 0,5
Vazao 0,9 mL min™ 99,2 0,6
Temperatura 30 °C 99,9 0,5
Temperatura 20 °C 99,6 0,4
FM 55/45 ACN-TEA 0,1% pH 7,0 99,0 0,5
FM 45/55 ACN-TEA 0.1% pH 7,0 99,5 0,4
Coluna Si-C8-uréia 150 x 3,9 mm 99,2 0,9
Sistema de CLAE 98,5 0,8
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No estudo da robustez foram avaliadas as condi¢gdes de alteragcdo de vazéo,
proporcao da FM, temperatura e sistema de CLAE. Os resultados para a robustez variaram
de 98,5 % a 99,9 % em relacdo ao resultado do teor na condigdo original do método
analitico.

O estudo de estabilidade foi realizado a partir de uma solucédo padrdo e uma solugao
da amostra, preparadas conforme o método para a determinacédo de teor de impurezas.
Injecbes dessas solucdes foram feitas a cada trés horas durante um periodo de 72 horas
para que fosse possivel avaliar a alteracdo das areas em cada periodo de tempo. O valor
obtido de area foi calculado em termos percentuais da area obtida inicialmente. A Figura
95 apresenta o grafico da estabilidade para o cloxazolam nas solu¢cdes padrdo e amostra,

onde foi possivel observar um aumento na resposta relativa para o cloxazolam.
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Figura 95 — Grafico de estabilidade para cloxazolam nas solucdes (A) padrdo e (e)
amostra.

Apé6s a validacao do método foi realizada a analise de diferentes lotes cloxazolam
comprimidos em diferentes periodos de validade, desde o tempo inicial até 18 meses de
fabricacdo, para avaliar o teor de cloxazolam e a presenca de impurezas, conforme
apresentado na Tabela 40.
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Tabela 40: Resultados do teor de cloxazolam e principais impurezas obtidas no estudo de
estabilidade para cloxazolam comprimidos de 4 mg.
Teor (%) *

Composto Inicial 6 meses 12 meses 18 meses

Cloxazolam 99,4 991 98,2 96,4
Cloxaetanolamina 0,2 0,5 0,9 1,6
Aminobenzofenona 0,0 0,1 0,2 0,3

* Andlise em triplicata: estimativa de desvio padréao relativo < 0,5%

Os resultados para teor de cloxazolam em comprimidos de 4 mg apresentaram uma
queda, devido possivelmente a formacéo de produtos de degradagcao e impurezas como a
cloxaetanolamina e aminobenzofenona. No periodo de 18 meses avaliado houve reducao
de 3,0% no teor e aumento das impurezas, conforme mostrado na Figura 84 para a
separacao de cloxazolam em amostra de comprimdos com 18 meses de fabricacéo.

As condi¢des cromatograficas de composi¢ao de FM, concentragdo de TEA e volume
de injecdo permitiram o desenvolvimento de um método analitico com parametros
separacdo adequados para determinacdo de cloxazolam e impurezas. O método
desenvolvido também possibilitou a separacdo dos produtos de degradagao avaliados no
teste de estresse da amostra e do padrao nas condicdes acida, basica, oxidativa, fotolitica
e temperatura. A partir da avaliacdo dos espectros de absorcdo no ultravioleta dos
produtos de degradacao e do cloxazolam foi possivel observar que ha impurezas comuns
formadas nas condi¢des de degradacdo. O uso da espectrometria de massas foi util para
comprovar que as impurezas originadas do teste de estresse sdo as mesmas que as
obtidas no estudo de estabilidade do medicamento. Os espectros de massas permitiram a
identificacdo e a confirmacdo da estrutura quimica das impurezas separadas através da
comparag¢ao com os padrdes de impurezas.

O método desenvolvido e validado usando a FE Si-C8-uréia mostrou-se simples,
rapido e seletivo, podendo ser empregado na avaliacdo de cloxazolam e das impurezas

cloxaetanolamina e aminobenzofenona em cloxazolam comprimidos e matéria-prima.
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5. Conclusao

A FE Si-C8-uréia foi avaliada na separacdo de farmacos com caracteristicas
principalmente basicas, entre eles os benzodiazepinicos alprazolam e cloxazolam em
formulagbes de comprimidos, succinato de doxilamina em xarope, estatinas em capsulas
gelatinosas e mistura de antiinflamatorios e fungicidas em creme. As separacdes obtidas
para todos os compostos apresentaram paradmetros cromatograficos adequados e, em
comparacao com os métodos farmacopéicos, separagdes mais rapidas, com menor
quantidade de modificador organico e reducéo de sais no preparo de tampdes para FM.

Os métodos validados para determinacdo simultdnea de estatinas em capsulas e
cloridrato de clobutinol e doxilamina em xarope s&do inovadores em comparagao aos dos
compéndios oficiais e estdo em concordancia com as recomendagdes da ANVISA™ para
as principais figuras de mérito.

Na separacdo de estatinas em capsula foi obtida uma metodologia capaz de separar
e quantificar as principais estatinas usadas em farmacias de manipulacdo, com
seletividade adequada e mostrando potencial para uso investigativo.

O método para separacdo de cloridrato de clobutinol e doxilamina em xarope
apresentou seletividade adequada na separag¢ao dos farmacos em meio aos excipientes do
xarope e confirmou que a FE-SiC8-uréia apresenta baixa atividade silanofilica, pelos
6timos valores de fator de assimetria obtidos para a separagdo do composto basico
succinato de doxilamina.

O estudo de degradacao realizado para o método de alprazolam possibilitou a
separacdo do alprazolam, dos principais produtos de degradagdo gerados sob as
condicbes de estresse avaliadas e dos excipientes presentes nos comprimidos de
alprazolam. Na validacdo da metodologia, os valores obtidos para as figuras de mérito
estdo de acordo com o preconizado pelas normas brasileiras’®, sendo o método adequado
para separacao de alprazolam e produtos de degradacéo.

O desenvolvimento do método para determinacdo de cloxazolam baseou-se no
estudo da composicado da FM e da otimizagdo dos parametros cromatograficos. No estudo
de degradacéao, foram identificadas as principais impurezas e produtos de degradagéo por
CLAE-DAD/EM. O método para determinagcdo de cloxazolam e as impurezas
cloxaetanolamina e aminobenzofenona em comprimidos de cloxazolam foram validados e

0 mesmo aplicado na determinagcdo de seu teor em amostras de comprimidos de
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cloxazolam no estudo de estabilidade. Foi constatado que a amostra de cloxazolam com
18 meses de fabricacdo apresentou queda do teor e aumento do porcentual de impurezas
no periodo avaliado. Os métodos desenvolvidos foram validados de acordo com a
resolucdo 899 da ANVISA™ e apresentam grande potencial como métodos para controle
de qualidade dos medicamentos avaliados.

O potencial da FE Si-C8-uréia foi avaliado quanto ao uso em CLAE em fase reversa e
apresenta caracteristicas que permitem a sua aplicagado na separagao e determinacao de
farmacos, em especial os de carater basico presentes em formulagdes farmacéuticas
comuns. Nas separacdes destes compostos basicos foram obtidos excelentes valores de

fator de assimetria comprovando a baixa atividade silanofilica da nova FE.
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O método de preparacao do novo agente sililante monofuncional forneceu uma nova
FE contendo grupo polar do tipo uréia inserido na cadeia organica C8. Os resultados dos
testes de caracterizagdo por andlise elementar, infravermelho, RMN *C, 'H, #°Si,
confirmaram que o agente sililante foi preparado e imobilizado com sucesso na superficie
da silica.

A FE Si-C8-uréia mostrou-se eficiente na separacdo de misturas testes incluindo
hidrocarbonetos aromaticos e varias classes de farmacos. Entre estes compostos, os
farmacos basicos foram separados com melhor eficiéncia e simetria comparadas
principalmente a fase C8 nao capeada. A reacdo de capeamento da FE Si-C8-uréia
permitiu uma menor interacdo dos compostos basicos presentes nas amostras com 0s
silandis residuais, que foram parcialmente bloqueados com a mistura de TMCS/HMDS. Os
resultados obtidos para a separacao de alguns compostos basicos, como a amitriptilina em
diferentes misturas, comprovaram a baixa atividade silanofilica da FE.

A FE Si-C8-uréia mostrou-se seletiva na separacdo dos farmacos avaliados,
presentes em diferentes matrizes farmacéuticas, como comprimidos, xaropes e cremes.
Em alguns métodos desenvolvidos ndo foram utilizados tampdes na preparacao das FM,
sendo uma vantagem frente aos métodos descritos nas farmacopéias que usam
quantidades significativas de sais para o preparo da FM. No desenvolvimento de alguns
meétodos, foram utilizadas maior proporcdo aquosa em relagcdo ao componente organico da
FM, sendo isto vantajoso em relacdo as demais FE avaliadas. Algumas das separacdes
obtidas com a nova FE foram mais rapidas quando comparadas as obtidas com a FE C8
comercial capeada e ndo capeada, permitindo uma economia no uso de FM, com menor
custo de analise.

Dentre os métodos desenvolvidos alguns foram selecionados para serem validados
de acordo com as especificacdes da ANVISA®, tendo sido obtidos parametros aceitaveis
em todos eles. No parametro seletividade foi comprovado que a coluna recheada com a
nova FE foi capaz de separar os farmacos em meio aos excipientes contidos nas
formulagoes.

As colunas utilizadas nesses métodos se mostraram estaveis durante toda a
realizagdo da validagdo. Os parametros cromatograficos obtidos no estudo de estabilidade
da FE mostraram-se adequados até a passagem de 14500 mL de FM, comprovando o
tempo de vida util elevado da FE Si-C8-uréia.
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A partir do teste de degradacdo para o composto cloxazolam foram estudadas as
principais condi¢cdes que originam as impurezas de degradacdo, através da separagao
utilizando a FE Si-C8-uréia. Com os resultados das analises de cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas foram identificadas individualmente as duas
principais impurezas e comparadas aos padrdoes propostos para as impurezas.

Portanto, conclui-se que as colunas recheadas com a FE Si-C8-uréia podem ser
usadas rotineiramente na determinacado de diferentes classes de farmacos, em diversas
formas farmacéuticas, obtendo separagdes com boa eficiéncia e picos simétricos, com

menores tempos de retencédo e com boa estabilidade quimica.
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