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RESUMO 

 
BARROS, L. S. R. Avaliação de microtécnicas de extração para análise de 
lamotrigina em plasma de pacientes epilépticos por eletroforese capilar. 2016. 
98f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto – 
Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2016. 
 
A lamotrigina (LTG) é um fármaco pertencente à classe das feniltriazinas utilizado no 
tratamento de crises epilépticas generalizadas e focais e no tratamento adjunto da 
epilepsia refratária. Devido à alta variabilidade interindividual, às interações 
medicamentosas e aos efeitos adversos apresentados durante a administração da 
LTG, a monitorização terapêutica nos pacientes que fazem uso deste fármaco é 
necessária para ajuste de dose individual e evitar os efeitos adversos. Assim, o 
objetivo deste trabalho foi a avaliação de duas técnicas de microextração: a 
microextração em fase líquida com fibras ocas (HF-LPME) e a microextração líquido-
líquido dispersiva (DLLME) para análise da lamotrigina em amostras de plasma de 
pacientes epilépticos. Primeiramente foram definidas as condições eletroforéticas: foi 
utilizado um capilar de sílica fundida de 75 µm de diâmetro interno e 50 cm de 
comprimento efetivo. O eletrólito de corrida (BGE) foi composto por ácido 2-
morfolinoetanosulfônico (MES), na concentração de 130 mmol L-1 e pH 5,0. As 
análises foram realizadas à temperatura de 20°C e tensão de 15 kV. A amostra foi 
injetada hidrodinamicamente (0,5 psi por 10 s) e a detecção foi feita em 214 nm. 
Nestas condições a LTG e o padrão interno (PI), lidocaína, puderam ser analisados 
em menos de 7 minutos. A HF-LPME foi avaliada no modo de 3 fases, usando 500 
µL de plasma e 3,5 mL de solução fosfato de sódio 50 mmol L-1 pH 9,0 como fase 
doadora. O solvente utilizado para impregnar a fibra foi o 1-octanol. Como fase 
aceptora foram utilizados 60 µL de solução de ácido clorídrico pH 4,0.  Para 
avaliação da DLLME, foi necessária uma etapa de pré-tratamento da amostra (500 
µL de plasma) com 1 mL de acetonitrila. Após isto, 1,3 mL do sobrenadante foram 
adicionados a 4 mL de solução fosfato de sódio 50 mmol L-1 pH 9,0 e 120 µL de 
clorofórmio (solvente extrator) foram injetados nesta amostra aquosa e 165 µL de 
fase sedimentada foram recuperados. As características de desempenho analítico 
para ambos os métodos foram avaliadas, sendo obtida linearidade na faixa de 
concentração plasmática de 1-20 µg/mL e limite inferior de quantificação (LIQ) de 1 
µg mL-1. Os ensaios de precisão e exatidão apresentaram valores de acordo com os 
guias oficiais. Além disso, os métodos foram seletivos, não apresentaram efeito 
residual e as amostras foram estáveis. Os valores de recuperação foram de 54,3 e 
23% para HF-LPME e DLLME, respectivamente. Os métodos validados foram 
aplicados com sucesso em amostras de plasma de pacientes epilépticos em 
tratamento com a LTG. Além disso, as duas técnicas foram comparadas e a HF-
LPME apresentou vantagens em relação à DLLME, mostrando ser uma técnica 
promissora para análise de matrizes complexas, com reduzido consumo de solvente 
orgânico e possibilidade de automação. 
 
 
 
Palavras-chave: lamotrigina, eletroforese capilar, plasma, microextração em fase 
líquida com fibras ocas, microextração líquido líquido dispersiva. 
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ABSTRACT 

 
BARROS, L. S. R. Evaluation of microextraction techniques to analysis of 
lamotrigine in plasma samples of epileptic patients by capillary 
electrophoresis. 2016. 98f. Thesis (Doctoral). Faculdade de Ciências 
Farmacêuticas de Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 
2016.  
 
Lamotrigine (LTG) is an antiepileptic drug, which belongs to the class of 

phenyltriazine that can be used in the treatment of new-onset and refractory epilepsy. 

Due to its high interindividual variability, drug interactions and the adverse effects 

presented during the LTG administration, therapeutic drug monitoring is very 

important to dose adjustment and to avoid toxicity effects. Thus, the goal of this study 

was to develop and validate two microextraction techniques: the hollow fiber liquid-

phase microextraction (HF-LPME) and the dispersive liquid-liquid microextraction 

(DLLME) to analyze LTG in plasma samples of epileptic patients. First of all, the 

eletroforetic conditions were optimized. A fused-silica uncoated capillary with 75 µm 

internal diameter, and 50 cm effective length was used. The 2-(N-

morpholino)ethanesulfonic acid (MES) 130 mmol L-1  pH 5.0 was chosen as 

background electrolyte (BGE). The temperature and the voltage were kept constant 

at 20°C and 15 kV respectively. For sample injection, hydrodynamic injection mode 

was used, with a pressure of 0.5 psi applied for 10 s. The wavelength was set at 214 

nm. Under final conditions, LTG and the internal standard (IS) lidocaine were 

analyzed in less than 7 minutes. HF-LPME was evaluated in the three phase mode. 

The analyte was extracted from 4.0 mL of a basic donor phase (composed of 500 µL 

of plasma and 3.5 mL of sodium phosphate solution 50 mmol L-1 pH 9.0) into an 

organic phase composed of 1-octanol immobilized in the pores of the hollow fiber, 

and further into an acidic acceptor phase (hydrochloric acid solution pH 4.0) placed in 

the lumen of the fiber. To evaluate DLLME, the plasma samples were pretreated to 

remove the proteins, and 500 µL of plasma sample was mixed with 1 mL of 

acetonitrile. After that, 1,3 mL of the upper layer was added to 4 mL of sodium 

phosphate solution 50 mmol L-1 pH 9.0, and 120 µL of chloroform (extracting solvent) 

was rapidly injected in the aqueous sample and 165 µL of the sedimented phase was 

collected. Under the optimized conditions, both methods were linear over the 

plasmatic concentration range of 1.0–20.0 µg mL-1 and the lower limit of 

quantification (LLOQ) was 1.0 µg mL-1. Both methods showed good precision, 

accuracy, selectivity to LTG, with no carryover and the samples were stable under 

the studied conditions. The recovery were 54,3 and 23% to HF-LPME and DLLME 

respectively. The validated methods were successfully applied for the quantification 

of LTG in plasma samples of epileptic patients. The techniques were compared and 

HF-LPME was more advantageous for being more suitable to analysis of complex 

matrices using small amount of organic solvent, and also can be automated.  

Keywords: lamotrigine, capillary electrophoresis, human plasma, hollow fiber liquid-
phase microextraction, dispersive liquid-liquid microextraction. 
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“Todas as vitórias ocultam uma abdicação”  

(Simone de Beauvoir) 
 

 

Introdução 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Epilepsia  

 

 A epilepsia é uma desordem neurológica caracterizada pela predisposição a 

geração de crises epilépticas. Estas crises são ocorrências transientes e 

imprevisíveis de sinais e/ou sintomas devido à atividade neuronal anormal e 

excessiva (FISHER et al., 2005). A epilepsia afeta cerca de 65 milhões de pessoas 

no mundo (MOSHÉ et al., 2015) e sua etiologia pode ser classificada em: genética, 

quando as crises são resultado direto de um defeito genético; estrutural/metabólica, 

que envolvem lesões do tipo derrame, traumatismo e infecção; ou de causa 

desconhecida (BERG et al., 2010). Os pacientes com essa desordem podem sofrer 

discriminação, falta de compreensão de outras pessoas e dificuldade de viver com 

uma doença imprevisível que pode comprometer as atividades diárias (MOSHÉ et 

al., 2015). 

As crises epilépticas podem ser englobadas em três categorias principais 

denominadas generalizadas, focais ou desconhecidas. As crises generalizadas são 

caracterizadas por início rápido, com comprometimento da rede de neurônios de 

ambos os hemisférios cerebrais (BERG et al., 2010) e perda imediata da consciência 

como uma de suas características mais marcantes (RANG et al., 2008); as crises 

focais ocorrem em apenas um dos hemisférios cerebrais, entretanto, podem 

abranger mais de uma rede de neurônios e, consequentemente, gerar mais de um 

tipo de crise, porém cada qual possui seu próprio sítio de iniciação da crise (BERG 

et al., 2010) e as crises desconhecidas, que são assim chamadas por não haver 

evidências suficientes para caracterizar a crise como focal ou generalizada (MOSHÉ 

et al., 2015). Elas podem diferir entre si de acordo com a localização onde são 

desencadeadas no cérebro, padrões de propagação, maturidade cerebral, 

medicamentos usados pelos pacientes, dentre outros fatores. Essas crises podem 

afetar as funções motoras, sensoriais e/ou autônomas, bem como a consciência, 

estado emocional, memória, cognição e/ou comportamento. É importante lembrar 

que nem todos os tipos de crise afetam todas essas funções, mas influenciam em 

pelo menos uma delas (FISHER et al., 2005). Os sintomas podem ganhar a forma 

de um breve lapso de atenção à convulsão com duração de alguns minutos, bem 

como sensações ou comportamentos estranhos (RANG et al., 2008).  
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O diagnóstico da epilepsia é crítico, pois dificilmente um paciente tem uma 

crise epiléptica no primeiro contato com o médico, desse modo, o relato de parentes 

sobre os sintomas apresentados no momento da crise é de grande importância 

(OGUNI, 2004). Juntamente com esses relatos, o diagnóstico da epilepsia está 

relacionado com o histórico pessoal e familiar, sintomas apresentados, idade em que 

surgem as crises e estado cognitivo e neurológico do paciente (MOSHÉ et al., 2015). 

Além disso, exames podem auxiliar no diagnóstico, como o eletroencefalograma, 

para identificar a atividade neurológica anormal, tomografia computadorizada e 

ressonância magnética para determinação de anormalidades cerebrais (OGUNI, 

2004).  

O tratamento é comumente feito com fármacos antiepilépticos que visam inibir 

a descarga neuronal anômala, mas não conseguem corrigir a causa subjacente, 

sendo eficazes em controlar cerca de 75% dos casos (RANG et al., 2008). Esses 

fármacos são escolhidos de acordo com o tipo de crise, idade e sexo do paciente, 

efeitos adversos apresentados, potencial de interação medicamentosa, dentre outros 

fatores (MOSHÉ et al., 2015). Apesar da monoterapia ser a principal escolha para o 

tratamento das crises por evitar interações medicamentosas, muitos pacientes 

necessitam da administração simultânea de mais de um fármaco antiepiléptico para 

alcançar melhor controle clínico da doença. Porém, a administração de vários 

antiepilépticos geralmente leva a mudanças nas interações farmacocinéticas e 

farmacodinâmicas, com aumento de possíveis manifestações de efeitos adversos 

(PUCCI; RAGGI, 2005). Por exemplo, há a necessidade do aumento da dose da 

LTG quando o paciente se encontra em tratamento com carbamazepina, fenitoína, 

fenobarbital e/ou primidona, pois estes são indutores enzimáticos (LANÇAS; 

SOZZA; QUEIROZ, 2003). Além do tratamento com fármacos antiepilépticos, a 

cirurgia também pode ser realizada em casos graves e especiais (MOSHÉ et al., 

2015). Sendo assim, o tratamento deve ser realizado com base nos riscos e 

benefícios ao paciente (OGUNI, 2004). 

 

1.2 Lamotrigina  

 

 Atualmente, há vários fármacos antiepilépticos que podem ser usados no 

controle das crises epiléticas. A carbamazepina, a fenitoína, o ácido valpróico, o 

fenobarbital, a primidona e a etossuximida são exemplos dos primeiros 
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antiepilépticos empregados na terapia e ainda continuam em uso (ST. LOUIS; 

ROSENFELD; BRAMLEY, 2009). Já a lamotrigina (LTG), o felbamato, a 

gabapentina, o topiramato, a tiagabina, a oxcarbazepina, o levetiracetam, a 

zonisamida e a pregabalina foram lançados no início dos anos 90 e fazem parte dos 

antiepilépticos de segunda geração, e, mais recentemente, foram lançadas a 

lacosamida e a rufinamida, de terceira geração (ST. LOUIS; ROSENFELD; 

BRAMLEY, 2009). A procura por novos fármacos antiepilépticos tem por objetivo 

promover a segurança do seu uso, com menos efeitos adversos, menos interações 

medicamentosas e que possam ser empregados em monoterapia (ST. LOUIS; 

ROSENFELD; BRAMLEY, 2009). 

 

 

 

 A LTG (Figura 1) é um fármaco pertencente à classe das feniltriazinas 

(PUCCI et al., 2005). É eficaz no tratamento de crises epilépticas generalizadas e 

focais, no tratamento adjunto da epilepsia refratária (PUCCI et al., 2005; KIM et al., 

2015), pode ser empregada como estabilizador de humor em pacientes com 

transtorno bipolar (SARACINO et al., 2007; MORGAN et al., 2011; KIM et al., 2015; 

NIKOLAOU et al., 2015) e no tratamento da síndrome de Lennox-Gastaut (KIM et al., 

2015; MOSHÉ et al., 2015). Além disso, estudos demonstraram que a LTG pode ser 

eficaz no tratamento a dependência de cocaína, álcool e inalantes (ZALEWSKA-

KASZUBSKA et al., 2015). 

A LTG é comercializada sob a denominação de Lamictal, é quimicamente 

designada como 6-(2,3 diclorofenil)-1,2,4-triazina-3,5-diamina, apresenta a fórmula 

molecular C9H7N5Cl2 e massa molar de 256,09 g mol-1. Apresenta-se sob a forma de 

um pó com coloração que varia do branco ao creme. Possui valor de pKa de 5,7, é 

Figura 1 - Estrutura química da LTG 
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pouco solúvel em solução de ácido clorídrido 0,1 mol L-1  (4,1 mg mL-1 a 25°C) e 

pouco solúvel em água (0,17 mg mL-1 a 25°C) (Food and Drug Administration, 2005). 

O valor de seu coeficiente de partição (log P) octanol:água é 1,19 em pH 7,6 

(DICKINS; CHEN, 2002). 

O seu mecanismo de ação não está totalmente elucidado, porém, 

provavelmente, sua ação ocorre devido ao bloqueio dos canais de sódio voltagem 

dependente (BRODIE et al., 2011; SARACINO et al., 2007; CHENG; CHOU; HU, 

2005): o fármaco interage com esses canais mantendo-os inativados por mais 

tempo, o que reduz a capacidade dos neurônios de disparar em alta frequência 

(MCNAMARA, 2007) devido à inibição da liberação de neurotransmissores 

excitatórios (BRODIE et al., 2011; SARACINO et al., 2007) como glutamato e 

aspartato (CHENG; CHOU; HU, 2005).  

Sua administração é por via oral e os comprimidos estão disponíveis nas 

dosagens de 25, 100, 150 e 200 mg (Food and Drug Administration, 2005). A dose 

diária varia entre 25 a 400 mg (PUCCI et al., 2005). A faixa de concentração 

plasmática não é bem definida, alguns autores relatam que concentrações entre 1 – 

4 μg mL-1 são mais comuns, porém em alguns casos concentrações acima de 10 μg 

mL-1 são observados (THEURILLAT; KUHN; THORMANN, 2002; SARACINO et al., 

2007; NIKOLAOU et al., 2015; KIM et al., 2015). O pico de concentração plasmática 

ocorre entre 1 a 5 horas após administração oral (SARACINO et al., 2007; KIM et al., 

2015) e cerca de 55% é ligada às proteínas plasmáticas (THEURILLAT; KUHN; 

THORMANN, 2002; NIKOLAOU et al., 2015). Sua biodisponibilidade é de 98%, 

apresenta absorção linearmente relacionada à dose (cinética linear) e não é afetada 

pela presença de alimentos (PUCCI et al., 2005). Sua meia-vida plasmática é de 

aproximadamente 25 horas, a qual pode ser aumentada para 60 horas na presença 

de inibidores enzimáticos como o ácido valpróico, ou diminuída para 15 horas na 

presença de indutores enzimáticos como a carbamazepina, a fenitoína e o 

fenobarbital (THEURILLAT; KUHN; THORMANN, 2002). Sua biotransformação é 

extensivamente realizada via glucuronidação hepática pela uridina 5’-difosfato-

glicuronil transferase (UGT1A4) (CHENG; CHOU; HU, 2005; NIKOLAOU et al., 

2015) e dá origem ao seu principal metabólito, lamotrigina 2-N-glucuronido, o qual é 

inativo (SARACINO et al., 2007) e sua eliminação é renal (THEURILLAT; KUHN; 

THORMANN, 2002; NIKOLAOU et al., 2015). 
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A incidência de toxicidade está relacionada ao aumento significante das 

concentrações séricas acima de 15 μg mL-1 (ALDAZ et al., 2011). Os efeitos 

adversos mais observados relacionados ao tratamento com a LTG em monoterapia 

são tontura, ataxia, sonolência, dor de cabeça, diplopia, visão borrada, náusea, 

vômito e rash cutâneo (SARACINO et al., 2007; HEYMAN et al., 2012).  

Devido à alta variabilidade interindividual (SARACINO et al., 2007), às 

interações medicamentosas (THEURILLAT; KUHN; THORMANN, 20022) e aos 

efeitos adversos apresentados, o desenvolvimento de metodologias confiáveis, 

rápidas e simples é importante para realizar a monitorização terapêutica da LTG em 

plasma de pacientes em tratamento para ajuste de dose individual e evitar os efeitos 

adversos (THEURILLAT; KUHN; THORMANN, 2002). 

Alguns métodos já foram descritos na literatura para a quantificação da LTG 

(Tabela 1), utilizando uma ampla variedade de técnicas analíticas. Dentre elas estão 

a cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC do inglês, high performance liquid 

chromatography), cromatografia líquida acoplada a espectrometria de massas 

sequencial (LC-MS/MS do inglês, liquid chromatography-mass spectrometry/mass 

spectrometry), cromatografia gasosa (GC do inglês, gas chromatography), 

eletroforese capilar (CE do inglês, capillary electrophoresis) e a cromatografia 

eletrocinética micelar (MEKC do inglês, micellar electrokinetic chromatography). 

Esses métodos usaram como técnica de preparo de amostra a precipitação de 

proteínas, a extração líquido-líquido (LLE do inglês, liquid liquid extraction) e a 

extração em fase sólida (SPE do inglês, solid phase extraction). No entanto, a LLE 

apresenta algumas desvantagens como tendência à formação de emulsão, baixo 

potencial de automação, necessita de uma grande quantidade de solventes 

orgânicos de alta pureza, os quais são caros e tóxicos, o que gera resíduos 

perigosos (ESRAFILI; YAMINI; SHARIATI, 2007; WILLE; LAMBERT, 2007). Já na 

SPE há a necessidade do uso de cartuchos que são caros, apresenta problemas na 

reprodutibilidade devido à diferença entre os lotes de adsorventes (WILLE; 

LAMBERT, 2007), utiliza altas quantidades de solventes (da ordem de mililitros) e 

durante o processo com amostras reais o cartucho pode sofrer entupimento 

(MORADI; YAMINI; BAHERI, 2011). 
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Tabela 1 - Análise da LTG em amostras biológicas 

Autores 
Técnica 

de 
análise 

Tipo de 
extração 

Matriz 
Volume da 

amostra 
Limite de 

quantificação 

Shihabi; Oles, 
1996 
 

CE e 
HPLC 

Precipitação 
proteica 

Plasma  50 µL 0,5 µg mL-1 

Theurillat; 
Kuhn; 
Thormann, 
2002 
 

CE Precipitação 
proteica 

Plasma  50 µL <1 µg mL-1 

Zheng et al., 
2004 
 

CE-MS Precipitação 
proteica 

Plasma  100 µL 0,1 µg mL-1 

Pucci et al., 
2005 
 

MEKC SPE Plasma 
e urina 

250 µL 1 µg mL-1 

Saracino et al., 
2007 
 

HPLC Precipitação 
proteica 

Plasma 150 µL 0,1 µg mL-1 

  Hotha et al.,             
2011 

 

LC-
MS/MS  

LLE Plasma 100 µL 2 ng mL-1 

Morgan et al., 
2011 
 

HPLC LLE Plasma  50 µL 0,1 µg mL-1 

Shibata et al., 
2012 

LC-
MS/MS 

Precipitação 
proteica 

Plasma 50 µL 1,2 µg mL-1 

 
Nikolaou et al., 
2015 

 
GC 

 
SPE 

 
Sangue 

total 

200 µL  
0,5 µg mL-1 

 

Assim, devido às desvantagens das técnicas mais tradicionais de preparo de 

amostra, as pesquisas nesta área tem sido focadas em melhorar esta etapa analítica 

com o intuito de simplificar, miniaturizar e automatizar esse procedimento. Outra 

questão em foco é a redução do consumo de solventes orgânicos tóxicos e o 

desenvolvimento de procedimentos menos danosos ao meio ambiente sem perder o 

compromisso com a eficiência de extração. Baseado nisso, nos últimos anos as 

microextrações em fase líquida (LPME do inglês, liquid-phase microextraction) vem 

ganhando espaço no cenário da química analítica, entre elas: a microextração em 

gota suspensa (SDME do inglês, sigle drop microextraction), a microextração em 

fase líquida com fibra oca (HF-LPME do inglês, hollow-fiber liquid-phase 
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microextraction) e a microextração líquido-líquido dispersiva (DLLME do inglês, 

dispersive liquid-liquid microextraction) (ASENSIO-RAMOS, et al., 2011).  

A SDME é baseada na distribuição do analito entre a fase orgânica (a gota 

suspensa) e a fase aquosa que contém o analito. Apesar dessa técnica apresentar 

simplicidade e eficiência, a gota suspensa se torna um problema porque muitas 

vezes ela pode ser perdida na fase aquosa, o que dificulta a otimização do 

procedimento. Na HF-LPME o solvente se encontra dentro dos poros da fibra e a 

fase aceptora no lúmen da fibra, o que permite agitação da amostra sem perda das 

fases, além das fibras poderem ser descartadas devido ao baixo custo. A DLLME 

consiste na injeção de uma mistura de solvente extrator e dispersor na amostra 

aquosa com a formação do ponto nuvem, e sedimentação do analito juntamente 

com o solvente extrator (HAN; ROW, 2012). Neste projeto foram avaliadas a HF-

LPME e a DLLME como técnicas de preparo de amostra. Assim, serão descritos a 

seguir os conceitos teóricos de ambas as técnicas. 

 

1.3 Técnicas de microextração 

 

1.3.1 Microextração em fase líquida com fibra oca (HF-LPME) 

 

Em 1999, Pedersen-Bjergaard e Rasmussen inovaram o procedimento de 

microextrações em fase líquida com a introdução de fibras ocas constituídas de 

polipropileno, para a extração de metanfetamina a partir de amostras de urina e 

plasma. Desde então, a HF-LPME vem sendo considerada uma evolução dentre as 

técnicas de microextração em fase líquida por visar o uso reduzido da razão 

solvente orgânico/ fase aquosa (DE OLIVEIRA et al., 2008).  

A HF-LPME consiste na impregnação dos poros de uma fibra capilar porosa e 

hidrofóbica (fibra cilíndrica oca) com o solvente orgânico de extração e o 

preenchimento do seu lúmen com microlitros de uma fase aceptora (RASMUSSEN; 

PERDERSEN-BJERGAARD, 2004; DE OLIVEIRA et al., 2008).  

Devido à sua versatilidade, essa técnica pode ser utilizada de dois modos: 

com duas ou três fases, de acordo com as características do analito em questão. No 

sistema de duas fases o analito é extraído da amostra aquosa diretamente para 

solvente orgânico que se encontra tanto nos poros da fibra quanto no seu lúmen. 
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Esse processo é ilustrado abaixo (HO; PEDERSEN-BJERGAAR; RASMUSSEN, 

2002): 

Analito(fase doadora)          Analito(fase aceptora orgânica) 

O modo de duas fases é mais adequado para compostos com alta 

solubilidade em solventes orgânicos (ARCE et al., 2009). A fase aceptora 

proveniente do modo de duas fases pode ser diretamente analisada por GC 

(PAWLISZYN; PEDERSEN-BJERGAARD, 2006; SARAFRAZ-YAZDI; AMIRI, 2010), 

CE se houver compatibilidade com o eletrólito de corrida ou pode ser evaporada e 

reconstituída para posterior análise (ARCE et al., 2009; SARAFRAZ-YAZDI; AMIRI, 

2010).  

No modo de 3 fases o analito é extraído de uma amostra aquosa através do 

solvente orgânico presente nos poros da fibra, passando para uma solução aquosa 

presente no lúmen da mesma. Esse modo é limitado para compostos com grupos 

funcionais ionizáveis com certo grau de hidrofobicidade (PAWLISZYN; PEDERSEN-

BJERGAARD, 2006; SARAFRAZ-YAZDI; AMIRI, 2010). Esse processo é ilustrado 

abaixo (HO; PEDERSEN-BJERGAAR; RASMUSSEN, 2002): 

    Analito(fase doadora)         Analito(fase orgânica)         Analito(fase aceptora aquosa)                   

Após o processo de extração, a fase aceptora pode ser diretamente analisada 

por HPLC ou CE (SARAFRAZ-YAZDI; AMIRI, 2010; PAWLISZYN; PEDERSEN-

BJERGAARD, 2006).  

Em ambos os modos, a eficiência da extração depende do coeficiente de 

partição do analito entre as fases citadas acima. Assim, um alto fator de 

enriquecimento pode ser obtido, e calculado pela equação 1 (HO; PEDERSEN-

BJERGAAR; RASMUSSEN, 2002):   

                       
       

         
             (equação 1) 

Na qual   corresponde ao fator de enriquecimento (  inglês, enrichment 

factor),    é o volume da fase doadora, R é a recuperação e    é o volume da fase 

aceptora orgânica ou aquosa, dependendo do modo de extração empregado. 

Independente do modo como esta técnica é realizada, o pH da fase doadora 

deve ser ajustado para que o composto permaneça em sua forma não ionizada, para 

diminuir a solubilidade do analito no meio aquoso e favorecer sua passagem para o 
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solvente orgânico. O pH da fase aceptora, no caso de 3 fases, deve ser ajustado 

para que o composto se torne ionizado, favoreça sua solubilidade na fase aceptora 

aquosa e impeça o seu retorno para o solvente orgânico (SARAFRAZ-YAZDI; 

AMIRI, 2010; PAWLISZYN; PEDERSEN-BJERGAARD, 2006). Posto isso, em 

relação à eficiência da extração, a mesma é dependente da partição do composto 

entre: fase doadora       solvente orgânico        fase aceptora aquosa ou orgânica 

(SARAFRAZ-YAZDI; AMIRI, 2010).  

Vários parâmetros podem ser avaliados para melhorar a eficiência de 

extração do método. Dentre eles, a escolha do solvente orgânico adequado é 

primordial. Esse solvente precisa ser insolúvel em água para garantir que seja 

formado um filme na parede da fibra e, além disso, esse solvente deve ser 

compatível com a fibra para que seus poros sejam preenchidos completamente 

(SARAFRAZ-YAZDI; AMIRI, 2010). Vários solventes orgânicos têm sido utilizados 

para impregnar a fibra, como éter diexílico, -n-octanol, acetato de hexila, acetato de 

butila, acetato de dodecila, éter dibutílico e isooctanol (DE OLIVEIRA et al., 2008). 

Além disso, devido à fase orgânica atuar como uma barreira entre as fases aceptora 

e doadora, impedindo o contato entre essas duas fases (DE OLIVEIRA et al., 2008), 

é possível aplicar agitação constante durante a extração sem a perda da fase 

aceptora (ARCE et al., 2009; RASMUSSEN; PERDERSEN-BJERGAARD, 2004).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para realização da extração, a HF-LPME pode ser empregada em duas 

configurações principais: configuração em "U" (Figura 2A), onde as extremidades da 

fibra são conectadas a duas ponteiras por onde a fase aceptora é colocada e 

retirada, e configuração tipo "haste" (rod-like) (Figura 2B), onde uma das 

Figura 2 - HF-LPME empregando configuração em “U” (A) e “haste” (rod-like) (B) (adaptado 
de DE OLIVEIRA et al., 2008) 
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extremidades é fechada e a outra é utilizada para injetar e coletar a fase aceptora 

(SARAFRAZ-YAZDI; AMIRI, 2010; ARCE et al., 2009; DE OLIVEIRA et al., 2008). 

As vantagens dessa técnica são: em virtude do baixo custo das fibras, não é 

necessária a sua reutilização o que evita problemas de efeito residual (DE 

OLIVEIRA et al., 2008; RASMUSSEN; PERDERSEN-BJERGAARD, 1999) e, devido 

ao diminuído tamanho dos poros da fibra, moléculas grandes são impossibilitadas de 

atravessar para a fase aceptora (CHA; MYUNG, 2013). Além disso, em apenas um 

passo, essa técnica combina extração, concentração e limpeza da amostra 

(SIMÕES; DE OLIVEIRA; BONATO, 2011) o que a torna uma técnica de extração 

adequada para amostras complexas (CHA; MYUNG, 2013) como o plasma. Ainda, a 

quantidade de solvente orgânico necessária para impregnar a fibra é normalmente 

entre 5 – 30 µL (PEDERSEN-BJERGAARD; RASMUSSEN, 2008) o que 

corresponde a uma pequena quantidade de solvente orgânico e, consequentemente, 

diminui a exposição à substâncias tóxicas (CARRÃO et al., 2011). Devido a essa 

pequena quantidade de solvente orgânico utilizada, atualmente essa técnica é 

bastante atrativa devido aos princípios da química verde, que tem como base o 

desenvolvimento sustentável. Um dos conceitos da química verde é a diminuição da 

produção de resíduos químicos e, consequentemente, diminuição de seu descarte 

(LENARDÃO et al., 2003). As principais limitações estão relacionadas à dificuldade 

de extração de analitos altamente polares, entretanto essa situação pode ser 

contornada com a adição de par-iônico na amostra, e a necessidade do uso de 

solventes orgânicos com alto ponto de ebulição e imiscíveis em água o que limita a 

seletividade do método (DE OLIVEIRA et al., 2008).  

 

1.3.2 Microextração líquido-líquido dispersiva (DLLME) 

 

A DLLME foi desenvolvida por Rezaee et al. em 2006 para a determinação de 

hidrocarbonetos policíclicos aromáticos em amostras de água. É uma técnica de 

extração que consiste no equilíbrio de distribuição do analito entre as fases de 

extração (fase aquosa, solvente dispersor e solvente extrator) e é ideal para a 

extração de compostos com propriedades lipofílicas moderadas a altas ou que 

possam ter seu coeficiente de distribuição alterado pelo controle do pH (analitos 

ácidos ou alcalinos) (ZANG et al., 2009). A razão entre o volume de fase extratora e 

fase doadora é muito baixa se comparada a outras técnicas (OJEDA; ROJAS, 2009) 
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e o estado de equilíbrio é alcançado rapidamente devido à utilização de um sistema 

ternário de solventes: amostra aquosa, solvente dispersor miscível tanto na fase 

orgânica quanto na fase aquosa e solvente orgânico extrator de alta densidade 

(ZANG et al., 2009; DIONÍSIO et al., 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A Figura 3 apresenta o sistema ternário de solventes. A extração acontece 

quando, com ajuda de uma seringa, a mistura solvente extrator/dispersor é injetada 

de maneira rápida e forte em um tubo contendo a fase aquosa (amostra) (A). 

Instantaneamente é formada uma nuvem promovida pela dispersão do solvente 

extrator na fase aquosa (favorecida pelo solvente dispersor), formando microgotas 

dispersas por toda a amostra, com grande área superficial, onde ocorre a partição 

do analito (B) (REZAEE; YAMINI; FARAJI, 2010). Assim, o estado de equilíbrio é 

alcançado rapidamente, sendo uma das vantagens desta técnica. Além disso, a 

razão entre o volume de fase aceptora e de fase doadora é da ordem de microlitros 

e mililitros, respectivamente, o que permite a obtenção de altos valores de 

enriquecimento (REZAEI et al., 2008; ZANG et al., 2009; HUO et al., 2011). Após a 

formação do ponto nuvem é realizada a centrifugação, onde as microgotas do 

solvente extrator e analito são depositadas no fundo do tubo cônico, formando a fase 

sedimentada (C), que é retirada e analisada (D) (REZAEE, 2006; ZANG et al., 2009). 

Os solventes dispersores são escolhidos devido a sua capacidade de 

miscibilidade tanto no solvente extrator quanto na fase aquosa. Essa característica 

permite a dispersão do solvente extrator em partículas finas na fase aquosa, de 

modo que a área superficial do solvente extrator em contato com a fase aquosa, a 

Figura 3 - Procedimento da DLLME (adaptado de FORTES, 2013) 
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qual contém o analito, seja infinitamente grande, o que promove o aumento da 

eficiência de extração. Os solventes mais utilizados para essa função são o metanol, 

a acetonitrila e a acetona (REZAEE; YAMINI; FARAJI, 2010).       

Os solventes extratores são selecionados com base na sua capacidade de 

extração e, preferencialmente por apresentarem densidade maior que a da água. Os 

solventes extratores mais utilizados (da ordem de microlitros) são o clorofórmio, 

diclorometano, clorobenzeno, tetracloreto de carbono e tetracloroetileno (REZAEI et 

al., 2008; ZANG et al., 2009; HUO et al., 2011). Outros solventes não halogenados 

também podem ser usados como 1-undecanol, 1-dodecanol, 2-dodecanol e n-

hexadecano (OJEDA; ROJAS, 2009). 

Além da escolha dos solventes e o volume adequado de cada um deles, 

outros parâmetros importantes a serem estudados na DLLME são o pH e força 

iônica da amostra e o tempo de extração (CALDAS; COSTA; PRIMEL, 2010; YAZDI; 

RAZAVI; YAZDINEJAD, 2008). Na DLLME o tempo de extração é definido como o 

intervalo de tempo entre a injeção da mistura dos solventes na amostra e a 

centrifugação. Uma vez que a área superficial entre o solvente extrator e a amostra 

aquosa é infinitamente grande, a transferência do analito para o solvente orgânico é 

quase instantânea, então o estado de equilíbrio é alcançado rapidamente e o tempo 

de extração é muito curto (REZAEE et al., 2006). Desse modo, vários autores 

consideram que o tempo de extração não é um fator significativo (REZAEE et al., 

2006; REZAEI et al., 2008; YAZDI; RAZAVI; YAZDINEJAD, 2008; CALDAS; COSTA; 

PRIMEL, 2010). Além disso, estudos tem mostrado aumento na eficiência de 

extração utilizando a DLLME assistida por vortex (ZHANG; LEE, 2012) ou ultrassom 

(FERNÁNDEZ et al., 2013).   

Para avaliação da eficiência de extração desses parâmetros, a recuperação e 

o fator de enriquecimento podem ser calculados de acordo com as equações 2 e 3 

(REZAEE et al., 2006): 

        
    

  
              (equação 2) 

Onde   é o fator de enriquecimento,      é a concentração do analito na fase 
sedimentada e    é a concentração inicial do analito. 
 

         
             

          
              (equação 3) 
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Onde   é a recuperação da extração (do inglês extraction recovery),      é o volume 

da fase sedimentada e     é o volume da amostra aquosa. 

As vantagens desta técnica incluem simplicidade de operação, rapidez, baixo 

custo, alta recuperação do analito e alto fator de enriquecimento (ZANG et al., 2009; 

REZAEE; YAMINI; FARAJI, 2010; OJEDA; ROJAS, 2009; YAZDI; RAZAVI; 

YAZDINEJAD, 2008). As desvantagens são: uso de solventes tóxicos (ALSHANA et 

al., 2013; RAJABI et al., 2014), todo o processo de extração é manual e a 

centrifugação é a etapa que demanda maior tempo no processo (REZAEI et al., 

2008; FARAJZADEH et al., 2010; BERIJANI et al., 2006; ZAREI; GHOLAMIAN, 

2011). 

A DLLME é uma técnica de extração muito utilizada para a análise de 

amostras aquosas. Porém, várias publicações já relataram seu uso para análise de 

alimentos, frutas, vegetais, assim como amostras biológicas e ambientais 

(ANDRUCH et al., 2012). Todavia, para realização da DLLME em amostras 

complexas como o plasma, um pré-tratamento da matriz como precipitação proteica, 

ultrafiltração, diluição e centrifugação é necessário (REZAEE; YAMINI; FARAJI, 

2010; SARAJI; BOROUJENI; BIDGOLI, 2011). 
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“Todas as substâncias são venenos; não há nenhuma que não seja 

um veneno. A dose correta diferencia o veneno do remédio”.  

(Paracelsus) 
 
 

 

 

Objetivos 
 



15 
 

2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

Avaliar duas técnicas de microextração (HF-LPME e DLLME) para 

determinação da LTG por CE em amostras de plasma de pacientes em tratamento 

atendidos pelo Serviço de Análises Toxicológicas da Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas de Ribeirão Preto (SAT-FCFRP/USP). 

 

2.2 Objetivos específicos  

 

 Avaliar as condições para análise da LTG por CE;  

 Desenvolver um método para análise da LTG em amostra de plasma 

utilizando a HF-LPME; 

 Validar o método desenvolvido de acordo com os guias da Anvisa e EMA; 

 Aplicar o método em amostras de plasma de pacientes em tratamento e 

atendidos pelo SAT-FCFRP/USP; 

 Desenvolver um método para análise da LTG em amostra de plasma 

utilizando a DLLME; 

 Validar o método desenvolvido de acordo com os guias da Anvisa e EMA; 

 Aplicar o método em amostras de plasma de pacientes em tratamento e 

atendidos pelo SAT-FCFRP/USP; 

 Comparar as duas técnicas de microextração para análise da LTG em 

amostras de plasma.  
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“Feliz aquele que transfere o que sabe e aprende o que ensina”.  

(Cora Coralina) 

 

 

Material, Casuística e 

Métodos 
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3. MATERIAL, CASUÍSTICA E MÉTODOS 

 

3.1 Equipamentos 

 

 Foi empregado um equipamento de CE da Beckman Coulter, modelo 

P/ACETM MDQ (Fullerton, EUA), equipado com amostrador automático, um detector 

DAD (Diodo Array Detector) com monitoramento em 214 nm e um sistema de 

aquisição de dados interligado ao software 32 KaratTM versão 8.0.  

 Para o preparo das soluções foi utilizada água ultrapura obtida do sistema 

Direct Q3 da Millipore (Bedford, EUA). A balança analítica utilizada nos 

procedimentos de pesagem foi da marca Sartorius, modelo CP225D (Goettingen, 

Alemanha). O pHmetro utilizado na medição do pH das soluções de eletrólito foi o 

PHS-3B da PHTEK (Curitiba, Brasil). Para a degaseificação das soluções foi 

utilizado um aparelho de ultrassom da Quimis modelo Q3350 (Diadema, Brasil) e, 

para homogeneizar as soluções, um agitador de tubos Ika modelo MS 3 digital 

(Staufen, Alemanha). Para a realização das microextrações foram utilizadas uma 

centrífuga (marca Hitachi e modelo HIMAC CF 15D2, Tóquio, Japão) e um agitador 

do tipo vibrax Ika modelo VXR basic (Staufen, Alemanha). 

 

3.2 Reagentes e solventes  

 

 Os reagentes (grau analítico) empregados para as análises por CE foram o 

acetato de sódio (Merck, Darmstadt, Alemanha), ácido acético glacial (Synth, 

Diadema, Brasil), ácido 2-morfolinoetanosulfônico (MES) (Sigma, St Louis, EUA) e 

hidróxido de sódio (Mallinckrodt Chemicals, Estado do México, México). O metanol 

(grau HPLC) utilizado no preparo das soluções padrões e de trabalho foi obtido da 

JTBaker (Estado do México, México). As soluções foram filtradas em filtro Milex-HV 

(Millipore, Bedford, EUA) com fibras de tamanho de poro de 0,45 μm. 

Os reagentes (grau analítico) utilizados no procedimento de preparo de 

amostra por HF-LPME foram o fosfato de sódio bibásico (Synth, Diadema, Brasil), 

ácido clorídrico (Synth, Diadema, Brasil) e cloreto de sódio (Merck, Rio de Janeiro, 

Brasil). Os solventes orgânicos (grau analítico) utilizados foram dibutil éter, 1-

octanol, acetato de hexila, acetato de dodecila (Sigma Aldrich, St. Louis, EUA), 
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acetato de butila (Sigma Aldrich, Seelze, Alemanha), N,N-dimetilformamida (Mundial 

Química, São Paulo, Brasil) e n-hexil etér (Alfa Aesar, Ward Hill, EUA).  

 Os reagentes (grau analítico) utilizados no procedimento de preparo da 

amostra por DLLME foram o fosfato de sódio bibásico (Synth, Diadema, Brasil), 

ácido clorídrico (Synth, Diadema, Brasil) e cloreto de sódio (Merck, Rio de Janeiro, 

Brasil). Os solventes orgânicos (grau analítico) utilizados foram acetonitrila (Merck, 

Darmstadt, Alemanha), metanol, etanol (JT Baker, Estado do México, México), 

MTBE (JT Baker, Center Valley, EUA), isopropanol, hexano (Panreac, Barcelona, 

Espanha), acetona (Mallinckrodt Chemicals, Phillipsburg, EUA), acetato de etila 

((Mallinckrodt Chemicals, Estado do México, México), tetracloroetileno, clorofórmio 

(Tedia, Fairfield, EUA) e diclorometano (Macron Chemicals, Center Valley, EUA). 

 

3.3 Capilar  

 

 Para a análise eletroforética foi utilizado capilar de sílica fundida recoberto 

com poliimida e não revestido internamente (Microsolv, Fullerton, EUA). O diâmetro 

interno foi de 75 µm, comprimento total de 60 cm e comprimento efetivo de 50 cm. 

Em CE, a detecção é realizada no próprio capilar. Para isto é necessária a retirada 

da camada de poliimida na zona de detecção que foi feita queimando uma pequena 

região (0,5 cm) aproximadamente 10 cm antes do final do capilar. Após esta queima 

a região foi limpa com auxílio de algodão umedecido com acetona. 

 

3.4 Soluções padrão de LTG e lidocaína  

 

A LTG (pureza 99,9%) foi adquirida da empresa Torrent (Basking Ridge, 

EUA). A solução estoque (1000 μg mL-1) e soluções de trabalho nas concentrações 

de 20, 40, 80, 160, 200, 300 e 400 g mL-1 foram preparadas em metanol (grau 

HPLC). A lidocaína, utilizada como padrão interno (PI), foi adquirida da Sigma-

Aldrich (St. Louis, EUA) e a solução estoque (1000 μg mL-1) e solução de trabalho 

(100 μg mL-1) também foram preparadas em metanol. As soluções foram 

armazenadas a – 20°C.  
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3.5 Avaliação das condições para análise da LTG por CE 

 

A Figura 4 apresenta um esquema geral das etapas para avaliação das 

condições eletroforéticas. Antes das análises e no final do dia o capilar foi 

condicionado com solução de hidróxido de sódio (NaOH) 1 mol L-1 (20 min) e água 

ultrapura (20 min). Entre as análises o capilar foi lavado com solução de NaOH 0,1 

mol L-1 (2 min), água (2 min) e solução de eletrólito de corrida (BGE, do inglês 

background electrolyte) (3,5 min).  

Para a análise da LTG, 25 μL da solução padrão, na concentração metanólica 

de 80 μg mL-1 foram transferidos para tubos cônicos. O solvente foi evaporado sob 

fluxo de ar comprimido e o resíduo foi ressuspenso em 150 μL de diferentes 

soluções. Para selecionar as condições analíticas, foram avaliados o tipo de BGE 

(acetato de sódio e MES), diferentes valores de pH do BGE (3, 4 e 5) bem como sua 

concentração molar (90, 110 e 130 mmol L-1). Além disso, parâmetros como 

temperatura (15 a 30° C), tensão (15 a 30 kV) e tempo de injeção (5 a 15 segundos) 

também foram otimizados durante o estudo. Outro parâmetro avaliado foi o stacking 

com a ressuspensão da amostra em diferentes soluções (MES, água ultrapura, 

metanol ou solução de água:metanol (1:1, v/v). A depleção do BGE também foi 

avaliada. Para isto, 15 análises consecutivas foram realizadas sem a troca da 

solução de BGE dos reservatórios. O resultado desse parâmetro foi avaliado de 

acordo com o coeficiente de variação do tempo de migração da LTG.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Condicionamento 

Seleção do BGE 

Otimização  

NaOH 1 mol L
-1 

e água ultrapura 

Tipo, pH e concentração molar 

Capilar 

Temperatura Tensão Tempo de 
injeção da 
amostra 

Stacking da 
amostra 

Depleção 
do BGE 

Figura 4 - Fluxograma referente à avaliação das condições para análise da 
LTG por CE 
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3.6 Amostras de plasma 

 

 As amostras de plasma utilizadas para o desenvolvimento dos métodos foram 

obtidas pela doação de voluntários sadios da FCFRP-USP. Foram aceitos 

voluntários cujos plasmas estivessem livres do fármaco em questão (plasma 

branco). A aplicação do método foi realizada em amostras de plasma de pacientes 

epiléticos que estavam em tratamento com a LTG. Essas amostras foram obtidas do 

SAT-FCFRP-USP. Todas as amostras foram coletadas e armazenadas a -20°C até 

o momento de uso. As análises foram realizadas no Laboratório de Técnicas de 

Separação e Controle de Qualidade de Fármacos e Medicamentos.  

 

3.7 Aspectos éticos do estudo 

 

 O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de 

Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto – USP (FCFRP-USP), Protocolo 

CEP/FCFRP n°. 284. 

 

3.8 Critérios de inclusão e exclusão dos voluntários com epilepsia  

 

Foram incluídos nesse estudo pacientes (n=12) do sexo feminino ou 

masculino, a partir dos 18 anos de idade que estavam em tratamento com a LTG e 

atendidos pelo Serviço de Análises Toxicológicas da Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas de Ribeirão Preto (SAT-FCFRP/USP). 

 Foram excluídos desse estudo pacientes menores de 18 anos ou pacientes 

que não estivessem em tratamento com a LTG. 

 

3.9 Preparo das amostras de plasma 

 

 Previamente à etapa de extração do analito por HF-LPME ou DLLME, o 

plasma utilizado foi centrifugado a 2300 x g por 15 minutos para sedimentação de 

qualquer material particulado.  
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3.10 HF-LPME 

 

 A configuração da HF-LPME usada nesse trabalho foi desenvolvida por 

Magalhães e Bonato (2009) (Figura 5). Essa configuração é composta por duas 

ponteiras plásticas (Sorenson Bioscience, EUA) acopladas a uma tampa de 

poliuretano que evita vazamentos durante a extração. As ponteiras foram ligadas a 

uma fibra cilíndrica oca porosa (Accurel PP Q3/2, Alemanha) composta de 

polipropileno, diâmetro interno de 600 µm, espessura da parede de 200 µm, 

tamanho de poro de 0,2 µm e comprimento de 15 cm.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Primeiramente em um tubo de vidro de fundo cônico, 500 µL de plasma 

previamente centrifugado foi fortificado com 25 µL das soluções de LTG e do PI e 

então foram adicionados 3,5 mL de solução de fosfato de sódio 50 mmol L-1. 

 Para cada amostra foi utilizada uma membrana de 15 cm de comprimento 

disposta na configuração em U, e em cada extremidade foi fixada uma ponteira. 

Para a impregnação do solvente na fibra, esta foi imersa no solvente orgânico por 15 

segundos em ultrassom e o excesso desse solvente foi removido com água 

deionizada em ultrassom por 10 segundos. Após isto, a fibra foi então colocada no 

tubo de fundo redondo de vidro contendo a amostra aquosa (composta de plasma, 

Ponteiras 

Fase aceptora 

Fase doadora 

Fibra oca 

Figura 5 - HF-LPME empregando configuração em “U” (adaptado de MAGALHÃES; 
BONATO, 2009) 
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LTG, PI e solução de fosfato de sódio) e 60 µL da fase aceptora (ácido clorídrico) foi 

injetada no interior dessa fibra com o auxílio de uma microseringa (Hamilton, Reno, 

EUA). A extração foi realizada à temperatura ambiente (22 ± 3°C) e agitação em 

multi-agitador vibrax. Após a agitação, 60 µL da fase aceptora foram recuperados, 

transferidos pra o vial de injeção e misturados a 60 µL de metanol para realização da 

análise eletroforética. A Figura 6 representa o fluxograma do desenvolvimento da 

HF-LPME. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 Para garantir os melhores resultados de recuperação, vários parâmetros 

foram avaliados, dentre eles: tipo do solvente orgânico (dibutil éter, 1-octanol, 

acetato de hexila, acetato de dodecila, acetato de butila, N,N-dimetilformamida e n-

hexil etér), tempo de agitação (5, 15, 30, 50 e 70 minutos), velocidade de agitação 

(500, 1000 e 1500 rpm), pH da fase doadora (5, 6, 7, 8, 9 e 10), pH da fase aceptora 

(1, 2, 3 e 4) e efeito da adição de sal (0, 2, 5, 7 e 10%). 

25 µL LTG e      
25 µL PI 

Homogeneizar 

Adicionar 3,5 mL 
de fosfato de sódio 

50 mmol L
-1

 

500 µL de plasma 
previamente centrifugado 

Impregnar a 
fibra com o 

solvente 
orgânico 

Retirar o excesso de 
solvente orgânico 

  Fibra imersa na 
amostra 

  

Preencher a fibra com 
60 µL da fase aceptora 

Agitar no vibrax 

Recuperar 60 µL da fase 
aceptora 

+ 
 60 µL de metanol 

Analisar por CE 

Figura 6 - Fluxograma referente ao desenvolvimento da HF-LPME para análise da LTG por 
CE 
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3.11 DLLME 

 

 Anteriormente à realização da DLLME, é necessária uma etapa de pré-

tratamento da amostra (SARAJI; BOROUJENI, 2014). Neste caso foi realizada a 

precipitação de proteínas plasmáticas. Para isso, em um tubo de fundo redondo, 500 

µL de plasma previamente centrifugado foram fortificados com 25 µL das soluções 

de LTG e do PI. Após isto, 1 mL de solvente orgânico foi adicionado e os tubos 

foram agitados por 2 minutos a 1500 rpm com o auxílio do vibrax. Em seguida, os 

tubos contendo a amostra foram centrifugados por 15 minutos a 2300 x g, 1,3 mL do 

sobrenadante foi recuperado e transferido para um tubo de fundo cônico. A este 

sobrenadante foram adicionados 4 mL de solução fosfato de sódio 50 mmol L-1, e os 

tubos foram novamente agitados com auxílio do vortex. Após isso, o solvente 

extrator foi rapidamente injetado na amostra (sobrenadante com a solução fosfato de 

sódio) com auxílio de uma microseringa de vidro para formação do ponto nuvem e 

os tubos foram centrifugados (por 15 minutos a 4°C e 2300 x g), o sobrenadante foi 

descartado com ajuda de uma pipeta, e a fase sedimentada foi totalmente coletada, 

transferida para outro tubo de fundo cônico e o solvente evaporado sob fluxo de ar 

comprimido. O resíduo foi ressuspendido em 100 µL de solução água:metanol (1:1, 

v/v), transferida pra o vial de injeção e realizada a análise eletroforética. A Figura 7 

representa o fluxograma do desenvolvimento da DLLME. 

 Para garantir melhor eficiência na extração, vários parâmetros foram 

avaliados, dentre eles: tipo do solvente utilizado para precipitação proteica 

(acetonitrila, metanol, etanol e acetona), volume do solvente para precipitação 

proteica (0,5, 0,75 e 1 mL). Para a realização da DLLME foram avaliados o pH da 

fase aquosa (5, 6, 7, 8, 9, 10), tipo do solvente extrator (tetracloroetileno, clorofórmio 

e diclorometano), volume do solvente extrator (60, 80, 100, 120, 140 e 160 µL). Além 

disso, foi avaliada a DLLME assistida com o uso de ultrassom (0, 30 e 60 segundos) 

e agitação com vortex (0, 30, 60 e 120 segundos) e efeito salting out (0, 1, 3 e 5 %). 
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3.12 Validação do método analítico 

 

 A validação de um método analítico é essencial para avaliar a habilidade 

desse método em gerar resultados confiáveis, satisfatoriamente interpretáveis, que 

possam ser empregados na rotina (ROZET et al., 2011).  

  Após a avaliação dos parâmetros para extração da LTG por HF-LPME e 

DLLME, foi realizada a validação para ambos os métodos desenvolvidos 

contemplando os seguintes parâmetros: linearidade (curva analítica), limite de 

quantificação, seletividade, efeito residual, precisão, exatidão e estabilidade 

(congelamento e descongelamento, curta duração, longa duração e pós-

processamento) (EMA, 2011; ANVISA, 2012). 

25 µL LTG e      
25 µL PI 

Etapa de pré-tratamento da amostra 

Agitar por 2 min e centrifugar por 15 min 

Analisar por CE 

500 µL de plasma previamente centrifugado 

Recolher 1,3 mL do sobrenadante e adicionar 

4 mL de tampão fosfato de sódio 50 mmol L
-1

  

Injetar o solvente extrator para 
formação do ponto nuvem 

Centrifugar por 15 min a 4°C e 2300 x g 

Recolher fase sedimentada, evaporar solvente e 
ressuspender em 100 µL de metanol: água (1:1, v/v) 

Agitar por 
vortex 

Agitar por 
ultrassom 

Figura 7 - Fluxograma referente ao desenvolvimento da DLLME para análise da LTG por 
CE 
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3.12.1 Linearidade  

 

A linearidade corresponde a resposta do equipamento em relação à 

concentração do analito na amostra em estudo (ANVISA, 2012). A curva analítica 

referente à linearidade foi avaliada fortificando-se alíquotas de 500 µL de plasma 

branco (n=3) com soluções padrão do PI (concentração plasmática de 5 µg mL-1) e 

da LTG nas concentrações plasmáticas de 1 (LIQ, limite inferior de quantificação); 2 

(CQB, controle de qualidade de concentração baixa); 4; 8; 10 (CQM, controle de 

qualidade de concentração média); 15 (CQA, controle de qualidade de concentração 

alta) e 20 µg mL-1 (LSQ, limite superior de quantificação). Após isto, as amostras 

foram submetidas aos procedimentos de extração descritos nas Figuras 6 e 7. 

A curva analítica foi construída com os valores de concentração plasmática no 

eixo das abcissas e a razão entre a área da LTG e do PI no eixo das ordenadas. Foi 

feita a análise estatística dos dados através de regressão linear, pelo método dos 

mínimos quadrados para calcular a equação da reta e o coeficente de correlação. A 

adequação do modelo foi avaliada pela análise de variância ANOVA lack of fit, com 

os cálculos dos valores de F e p para a LTG, para um nível de confiança de 95%. Os 

cálculos estatísticos foram realizados no progama MINITAB Release versão 14.1. 

 

3.12.2 Precisão, exatidão e LIQ  

 

 A precisão é definida como a proximidade de resultados obtidos 

repetidamente e é expressa pelo coeficiente de variação (CV%).  A exatidão é 

definida como a concordância de um resultado obtido com o valor de referência e é 

expressa pelo erro padrão relativo (EPR%).  

O LIQ é a menor concentração do analito que pode ser quantificada com 

precisão e exatidão com desvios abaixo de 20% (ANVISA, 2012). 

 A precisão e exatidão intracorridas (n=5) foram determinadas em um mesmo 

dia após fortificar 500 µL de plasma branco nas concentrações do LIQ, CQB, CQM e 

CQA de LTG e 5 µg mL-1 do PI. A precisão e exatidão intercorridas foram 

determinadas em 3 dias consecutivos fortificando-se plasma branco (n=5) nas 

mesmas concentrações citadas acima. As amostras foram submetidas aos 

procedimentos de extração descritos nas Figuras 6 e 7 e o CV% e o EPR% foram 

calculados de acordo com as equações 4 e 5. 
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(equação 4)                               (
             

                               
)                        

 

(equação 5)                 (
                                                    

                    
)                           

 

3.12.3 Seletividade 

 

A seletividade é o parâmetro que certifica que o método é capaz de 

diferenciar o analito e o PI em questão na presença de outros compostos endógenos 

(ANVISA, 2012). A seletividade foi avaliada pela análise de seis fontes diferentes de 

plasma branco, sendo quatro amostras normais, uma lipêmica e uma hemolisada, 

após a realização dos procedimentos de extração propostos.  

Além disso, também foram avaliados como interferentes outros fármacos 

possivelmente coadministrados aos pacientes como carbamazepina, 

oxicarbamazepina, fenitoína, ácido valpróico, primidona, venlafaxina, topiramato, 

diclofenaco, paracetamol, fluoxetina, diazepam, fenobarbital, levetiracetam, ácido 

fólico, omeprazol, citalopram, ibuprofen e captopril. Para isto, 25 µL de solução 

metanólica de cada um destes fármacos foram transferidos, separadamente, para 

tubos cônicos. O solvente foi evaporado sob fluxo de ar comprimido e o resíduo foi 

ressuspenso em 100 µL de uma solução de metanol:água (1:1, v/v) e realizada a 

análise eletroforética nas condições estabelecidas para análise da LTG. Entretanto, 

se após a análise por CE, algum dos fármacos descritos acima apresentasse tempo 

de migração igual ou muito próximo ao da LTG ou PI, amostras de plasma branco 

contendo estes fármacos interferentes seriam submetidas aos procedimentos de 

extração conforme descrito nas Figuras 6 e 7 e, novamente realizada a análise 

eletroforética destas amostras extraídas e os tempos de migração comparados.   

 

3.12.4 Efeito residual 

 

O efeito residual é observado quando há o aparecimento ou aumento do sinal  

do analito, ou do PI, causado por contaminação de amostra analisada previamente 

(ANVISA, 2012).  
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Assim, o efeito residual foi avaliado pela análise de três amostras de plasma 

branco e uma amostra de plasma correspondente ao LSQ, submetidas aos 

procedimentos de extração descritos nas Figuras 6 e 7. Após a extração foi 

realizada a análise eletroforética da amostra de plasma branco, seguida pela análise 

da amostra correspondente ao LSQ e de duas amostras de plasma branco. 

  

3.12.5 Estabilidade 

 

O teste da estabilidade é realizado para certificar que o preparo, a análise e o 

armazenamento da amostra não afetam a concentração do analito investigado. A 

estabilidade foi realizada fortificando-se 500 µL de plasma com LTG nas 

concentrações plasmáticas do CQB e CQA (n=5) e submetidas às diferentes 

condições avaliadas no teste. No momento do procedimento de preparo da amostra 

por HF-LPME ou DLLME o PI, na concentração plasmática de 5 µg mL-1, foi 

adicionado na amostra. As condições avaliadas foram: 

 Estabilidade pós-processamento (auto injetor): as amostras de plasma 

foram fortificadas com LTG e submetidas aos procedimentos de 

extração descritos nas Figuras 6 e 7 e somente depois de 20 horas 

foram analisadas. Esse tempo compreende o intervalo entre o término 

de preparo das amostras em estudo e o fim da corrida eletroforética. 

 Estabilidade de curta duração: as amostras de plasma foram 

fortificadas com LTG e mantidas à temperatura ambiente por tempo 

superior ao que as amostras em estudo foram submetidas durante o 

procedimento de extração (4 horas) e em seguida foram realizados os 

procedimentos de extração descritos nas Figuras 6 e 7 e as amostras 

analisadas por CE. 

 Estabilidade após ciclos de congelamento e descongelamento: as 

amostras de plasma fortificadas com LTG foram congeladas a -20°C 

por 12 horas e depois descongeladas à temperatura ambiente, e 

congeladas novamente. Depois de 3 ciclos as amostras foram 

submetidas ao procedimento de extração descrito nas Figuras 6 e 7 e 

analisadas por CE. O número de ciclos de congelamento e 

descongelamento é determinado de acordo com o número de ciclos as 

quais serão submetidas as amostras em estudo. 
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 Estabilidade de longa duração: as amostras de plasma fortificadas com 

LTG foram armazenadas a -20°C por 36 dias e então submetidas aos 

procedimentos de extração descritos nas Figuras 6 e 7 e analisadas 

por CE. Esse tempo excede o intervalo de tempo em que a amostra 

dos pacientes ficou armazenada para posterior análise. 

Todas as amostras submetidas ao teste de estabilidade (n=5) foram 

quantificadas com o auxílio de uma curva analítica no intervalo de concentração 

plasmática de 1 – 20 µg mL-1, e foram calculados o CV% e o EPR%. 

A estabilidade da LTG em solução metanólica foi avaliada juntamente com o 

PI, em triplicata. Foram empregadas amostras recém preparadas e amostras 

preparadas há cinco meses, nas concentrações de LTG equivalentes ao CQB e 

CQA, e o PI, foi empregado na concentração de 5 µg mL-1. Assim, 25 µL da solução 

padrão de LTG e 25 µL da solução padrão do PI, nas condições acima citadas 

(recém preparadas e armazenadas há cinco meses), foram transferidos para tubos 

de extração, evaporados sob fluxo de ar comprimido, ressuspendidos em 100 µL de 

uma solução de metanol:água (1:1, v/v) e realizada a análise eletroforética. Para 

quantificação destas amostras foi utilizada uma curva analítica, recém preparada, 

nas concentrações metanólicas de 20, 40, 80, 160, 200, 300 e 400 µg mL-1. O CV% 

e o EPR% foram calculados. 

 

3.13 Cálculo da recuperação 

 

A recuperação da LTG foi determinada pela razão da área obtida por 

amostras de plasma fortificadas com a LTG antes da extração e a área obtida de 

amostras de plasma fortificadas depois da extração, com a mesma concentração de 

LTG. As amostras de plasma fortificadas após a extração foram consideradas como 

100% de recuperação e a recuperação das amostras de plasma fortificadas antes da 

extração foram determinadas. 

 

3.14 Aplicação do método 

 

 Os métodos desenvolvidos e validados foram aplicados em amostras de 

plasma de pacientes em tratamento com a LTG e atendidos pelo SAT-FCFRP/USP. 
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3.15 Comparação dos métodos  

 

A análise estatística dos dados foi realizada empregando o software 

GraphPad Prism 5  versão 5.01. Foi calculado o valor de p para a LTG.  
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“Leve na sua memória para o resto da sua vida, as coisas boas que 

surgiram no meio das dificuldades... elas serão uma prova de sua 

capacidade em vencer as provas e lhe darão confiança na presença 

divina, que nos auxilia em qualquer situação, em qualquer tempo, 

diante de qualquer obstáculo.” 

 (Chico Xavier) 

Resultados e Discussão  
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Avaliação das condições para análise da LTG por CE 

 

A análise eletroforética da LTG foi realizada juntamente com o PI lidocaína. E 

com o intuito de alcançar os valores mais adequados de tempo de migração, 

eficiência do pico e fator de assimetria, vários parâmetros foram avaliados. Dentre 

eles estão: 

 Composição do BGE (tampão acetato de sódio e MES); 

 Concentração do BGE (90, 110 e 130 mmol L-1);  

 pH do BGE (3, 4 e 5); 

 Temperatura da análise (15 – 30°C);  

 Tensão aplicada (15 – 30 kV); 

 Tempo de injeção da amostra (5,10 e 15 segundos);  

 Pré-concentração online da amostra (stacking mediado por força iônica);  

 Depleção do BGE. 

 

4.1.1 Condicionamento do capilar 

 

 O capilar utlizado nas análises eletroforéticas é constituído de sílica fundida. 

Assim, procedimentos de lavagem e condicionamento são necessários para manter 

a reprodutibilidade dos resultados, uma vez que esta é altamente dependente da 

natureza da sílica e varia de acordo com os lotes e fabricantes dos capilares 

(MAYER, 2001). Esse condicionamento geralmente é realizado, no primeiro uso, 

com solução de NaOH 1 mol L-1 e é essencial na ionização dos grupos silanóis livres 

(WEINBERGER, 2000).  

 O condicionamento do capilar, com NaOH, entre as corridas é importante 

para garantir que a superfície do capilar fique totalmente carregada (WEINBERGER, 

2000). Essa lavagem é importante para a separação dos componentes da amostra e 

repetibilidade dos resultados, pois permite que o capilar retorne às suas condições 

iniciais de análise, e diminua a variação no tempo de migração devido à variação do 

fluxo eletrosmótico (EOF do inglês, eletrosmotic flow). Além disso, esse passo é 

imprescindível quando há o emprego de amostras biológicas como plasma, soro e 
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urina devido a possível adsorção de material biológico na parede do capilar (de 

GAITANI; DE OLIVEIRA; BONATO, 2013). Desse modo, em métodos bioanalíticos, 

solução de NaOH 0,1 mol L-1 ou 1 mol L-1 é comumente utilizada para remoção do 

material adsorvido na parede do capilar, seguida da lavagem com água e por fim 

com o BGE para reequilibrar a parede do capilar (de GAITANI; DE OLIVEIRA; 

BONATO, 2013). A Tabela 2 descreve o condicionamento do capilar em diferentes 

momentos do seu uso. 

 

Tabela 2 - Condicionamento do capilar 

Condicionamento Lavagens Tempo 

Primeiro uso do capilar 
Solução de NaOH 1 mol L-1

 1 hora 

Água ultrapura 1 hora 

Condicionamento no início 
e final do dia 

Solução de NaOH 1 mol L-1
 20 minutos 

Água ultrapura 20 minutos 

Condicionamento entre as 
análises 

Solução de NaOH 0,1 mol L-1
 2 minutos 

Água ultrapura 2 minutos 

BGE 3,5 minutos 

 

4.1.2 Composição, concentração e pH do BGE 

 

Para a avaliação do BGE é primordial levar em consideração as propriedades 

físico-químicas do analito em estudo. Como mencionado anteriormente, a LTG é 

uma base fraca (pKa 5,7) (Food and Drug Administration, 2005). Em análises 

eletroforéticas em meio aquoso, como na eletroforese capilar em solução livre, a 

separação acontece devido a mobilidade de compostos ionizados (ALTRIA, 1996). 

Assim, no caso da LTG, o BGE deve estar em pH ácido para que ela fique na sua 

forma ionizada (Figura 8). Além disso, a composição, o pH, a concentração, a 

capacidade tamponante e a condutividade do BGE também devem ser levados em 

consideração (REIJENGA et al., 1996). O tipo do eletrólito pode melhorar a 

eficiência e seletividade do método enquanto que o pH do BGE é o maior 

responsável pela seletividade. Em relação à concentração, esta exerce forte 

influência no EOF, na mobilidade eletroforética, eficiência, resolução e seletividade 
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do método, além disso, a capacidade tamponante do BGE é de suma importância 

para que o pH da solução permaneça constante durante as análises (KUHN; 

HOFFSETTER-KUHN, 1993).  

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Composição do BGE   

 

Foram avaliadas duas soluções de eletrólitos compostas por acetato de sódio 

nas concentrações de 80, 100, 110 e 130 mmol L-1 e MES nas concentrações de 90, 

110 e 130 mmol L-1. Em relação à solução de acetato de sódio, a banda 

eletroforética correspondente à LTG apresentou um pronunciado alargamento de 

banda, com valores do fator de assimetria acima do aceitável (0,9 – 1,2) (DOLAN, 

2002). Além disso, a corrente elétrica gerada foi muito elevada, o que impossibilitava 

a aplicação de altas tensões. Assim, foi avaliado como BGE a solução de MES, que 

é um sal orgânico e, por isso gera menor corrente elétrica quando comparado ao 

tampão composto por sais inorgânicos (STEINER; FRITZ, 2008). Assim, com o uso 

Figura 8 - Ionização da LTG em diferentes valores de pH (adaptado de 
<http://www.chemicalize.org/structure/#!mol=lamotrigine&source=fp>) 
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do MES foi possível a aplicação de maiores valores de tensão. Além disso, o uso do 

MES proporcionou picos mais simétricos e, desse modo o MES foi selecionado 

como BGE. 

Para o início da avaliação dos parâmetros, seu pH foi ajustado para 5,0  com 

solução de NaOH 1 mol L-1. As análises foram realizadas na tensão de 30kV, 20°C 

de temperatura e injeção hidrodinâmica por 15 segundos a 0,5 psi. As dimensões do 

capilar de sílica fundida foram 75 µm de diâmetro interno e 50 cm de comprimento 

efetivo. 

  

 Concentração do BGE 

 

A Figura 9 apresenta os resultados obtidos na avaliação da concentração do 

MES em relação ao tempo de migração, eficiência e fator de assimetria para a LTG. 

Pode ser observado que à medida que a concentração do BGE aumentou, houve 

um aumento no tempo de migração (Figura 9A) e eficiência, e diminuição no fator de 

assimetria (Figura 9B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Em relação ao tempo de migração, este aumento ocorreu devido à diminuição 

do potencial zeta e consequente diminuição do EOF. Além disso, o aumento na 

concentração do BGE aumenta a viscosidade do meio e aumenta a densidade de 

cargas com consequente compressão da dupla camada elétrica. Assim, a LTG que 

se encontra com carga positiva em valores mais baixos de pH, é circundada por 

A) B) 

Figura 9 - Influência da concentração do BGE no tempo de migração (A), eficiência e fator de 
assimetria (B). Condições eletroforéticas: capilar de sílica de 75 µm de diâmetro interno e 50 
cm de comprimento efetivo, MES pH 5, 30 kV, 20°C, injeção hidrodinâmica por 15 segundos 
a 0,5 psi 
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contraíons que tem maior atração pelo polo de injeção (anodo) gerando resistência 

na migração do cátion em direção ao detector. (WEINBERGER, 2000). 

A melhora na eficiência pode ter ocorrido pelo aumento na condutividade do 

BGE, devido ao aumento de sua concentração, favorecendo o stacking da amostra 

uma vez que esta foi dissolvida em solução composta por metanol:água (1:1, v/v) 

(WEINBERGER, 2000). O stacking ocorre quando a amostra é injetada em um meio 

de menor condutividade que o BGE e, portanto, favorece o empilhamento da mesma 

com consequente aumento na eficiência (ALTRIA, 1996). Detalhes sobre o 

mecanismo de stacking será descrito no item 4.1.6. 

 

 pH do BGE 

 

 O pH do BGE é de fundamental importância em CE, pois ele é responsável 

pela intensidade do EOF e influencia na mobilidade dos compostos ionizáveis 

(KUHN; HOFFSETTER-KUHN, 1993). A sua variação deve ser de acordo com a 

ionização do analito de interesse. Assim, para assegurar a total ionização do analito, 

o valor do pH deve estar uma unidade abaixo do pKa do mesmo (ALTRIA, 1996). 

Com o objetivo de manter o analito ionizado, foram avaliados os valores de pH de 3, 

4 e 5, todos abaixo do pKa do analito (5,7) (Figura 8).  

Pode ser observado pela Figura 10B que, no valor de pH 3, houve aumento 

no fator de assimetria, provavelmente devido ao baixo EOF e difusão longitudinal do 

analito (WEINBERGER, 2000). Porém, à medida que o pH aumentou, o fator de 

assimetria (Figura 10B), bem como o tempo de migração (Figura 10A) diminuíram, e 

a eficiência aumentou (Figura 10B). Esses parâmetros são amplamente 

influenciados pela extensão do EOF: em valores de pH mais elevados os grupos 

silanóis encontram-se mais ionizados o que gera maior potencial zeta com 

consequente aumento do EOF (WEINBERGER, 2000). A velocidade eletroforética 

do analito somada à velocidade do EOF faz com que as espécies migrem mais 

rapidamente e uniformemente, resultando em bandas mais simétricas, eficientes e 

em menor tempo. Assim, o pH 5 foi selecionado para as análises posteriores.   
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4.1.3 Efeito da tensão aplicada 

 

O alargamento de banda em CE pode ser ocasionado pela dispersão 

longitudinal, efeito Joule, interação secundária do analito com os grupos silanóis 

residuais da parede do capilar e fatores de injeção e detecção (WEINBERGER, 

2000). O efeito da dispersão longitudinal pode ser resolvido com o emprego de 

tensões mais elevadas, com consequente melhora no fator de assimetria do pico e 

aumento na eficiência (WEINBERGER, 2000). Sendo assim, para análise da LTG 

foram avaliados os valores de tensão de 15, 20, 25 e 30 kV (Figura 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A) B) 

2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5

0

20000

40000

60000

80000

100000

0

1

2

3

4

Eficiência Fator de assimetria

pH

E
fi
c
iê

n
c
ia

F
a
to

r d
e
 a

s
s
im

e
tria

2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5

2.5

3.0

3.5

4.0

4.5

pH

T
e
m

p
o

 d
e
 M

ig
ra

ç
ã
o

 (
m

in
u

to
s
)

Figura 10 - Influência do pH do BGE no tempo de migração (A), eficiência e fator de 
assimetria (B). Condições eletroforéticas: capilar de sílica de 75 µm de diâmetro 
interno e 50 cm de comprimento efetivo, MES 130 mmol L-1, 30 kV, 20°C, injeção 
hidrodinâmica por 15 segundos a 0,5 psi 
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Figura 11 - Influência da tensão aplicada no tempo de migração (A), eficiência e fator de 
assimetria (B). Condições eletroforéticas: capilar de sílica de 75 µm de diâmetro interno 
e 50 cm de comprimento efetivo, MES 130 mmol L-1 pH 5, 20°C, injeção hidrodinâmica 
por 15 segundos a 0,5 psi 
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Pode ser observado pelo gráfico da Figura 11A que, à medida que os valores 

de tensão aumentaram, houve diminuição no tempo de migração da LTG. A 

velocidade de migração dos íons na solução é altamente influenciada pelo campo 

elétrico gerado através do capilar, que por sua vez é resultante da tensão aplicada. 

Uma vez que as velocidades de migração dos analitos e do EOF são diretamente 

proporcionais à tensão aplicada (equações 6 e 7), quando há o aumento da tensão, 

há a diminuição do tempo de migração (KUHN; HOFFSETTER-KUHN, 1993). A 

diminuição no valor do fator de assimetria pode ter ocorrido devido a diminuição da 

dispersão longitudinal. Entretanto, foi observado diminuição da eficiência (Figura 

11B). que pode ter ocorrido devido ao efeito Joule, pois em altas tensões a 

passagem de corrente elétrica pelo BGE leva a geração de calor devido à colisão 

entre as moléculas presentes no meio. Esse aumento na temperatura é conhecido 

como efeito Joule que é responsável pela perda de eficiência devido à formação de 

gradientes de temperatura no interior do capilar quando não há dissipação eficiente 

do calor gerado (WEINBERGER, 2000). Assim, para manter o compromisso entre 

tempo de migração e eficiência, a tensão de 15 kV foi selecionada. 

                     (equação 6) 

 Onde:   = velocidade eletroforética, μe = mobilidade eletroforética e   = campo 

elétrico aplicado (Volts/cm) 

           
   

 
               (equação 7) 

Onde:      = velocidade eletrosmótica, ε = constante dielétrica, ζ = potencial zeta,  

 η = viscosidade do meio e   = campo elétrico aplicado 

 

4.1.4 Efeito da temperatura  

 

Para a otimização desse parâmetro, foram avaliadas as temperaturas de 15, 

20, 25 e 30 °C. Pode ser observado, pela Figura 12 que, à medida que a 

temperatura de análise aumentou, houve diminuição no tempo de migração e na 

eficiência, e aumento da área do pico. Isto acontece porque a viscosidade do meio e 

a mobilidade eletroforética das espécies são influenciadas pela variação da 

temperatura. Uma vez que a temperatura aumentou, a viscosidade do meio diminuiu 

e ele se tornou mais fluido, o que facilitou a movimentação das espécies (ALTRIA, 

1996) com consequente diminuição do tempo de migração (Figura 12A). Além disso, 
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o aumento da temperatura também proporcionou aumento da área do pico (Figura 

12B), uma vez que a quantidade de amostra que entra no capilar é influenciada pela 

viscosidade quando a injeção é hidrodinâmica (de GAITANI; DE OLIVEIRA; 

BONATO, 2013). Em relação à eficiência, esta apresentou queda acentuada quando 

a temperatura de análise aumentou (Figura 12B). Isso pode ter acontecido por causa 

da maior quantidade de massa que foi injetada no capilar devido à diminuição da 

viscosidade, o que pode causar um excesso de amostra no capilar, ou também pela 

ineficiência do capilar em dissipar o calor gerado provocando o efeito Joule 

(WEINBERGER, 2000; ALTRIA, 1996). Assim, para manter o compromisso entre 

tempo de migração e eficiência, a temperatura de 20 °C foi selecionada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

4.1.5 Efeito do tempo de injeção da amostra 

 

Segundo Mayer (2001) e Ali, Aboul-Enein e Gupta (2006) devido a injeção 

hidrodinâmica geralmente ser afetada somente pela variação da temperatura e 

viscosidade do BGE, esta é mais precisa e robusta em relação à injeção 

eletrocinética, a qual é dependente do EOF e da mobilidade eletroforética dos 

compostos em análise. Na injeção hidrodinâmica, o valor da área/altura obtido após 

injeção da amostra é proporcional ao volume da amostra do analito que foi injetado, 

o qual depende do tempo em que foi aplicada a pressão para que ocorra a entrada 

da amostra no capilar (KUBÁÑ; SEIMAN; KALJURAND, 2013). Assim, a 
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Figura 12 - Influência da temperatura no tempo de migração (A), eficiência e área (B). 
Condições eletroforéticas: capilar com 75 µm de diâmetro interno e 50 cm de 
comprimento efetivo, MES 130 mmol L-1 pH 5, 15 kV, injeção hidrodinâmica por 15 
segundos a 0,5 psi 



39 
 

repetibilidade do método é altamente dependente do tempo de injeção da amostra. 

Isso se deve ao fato de que apenas poucos nanolitros da amostra são introduzidos 

no capilar, assim, a mínima variação que ocorre pode resultar na perda de 

repetibilidade dos resultados (ALI; ABOUL-ENEIN; GUPTA, 2006). Para a análise 

deste parâmetro, a LTG foi injetada hidrodinamicamente (0,5 psi) e foram avaliados 

os tempos de injeção de 5, 10 e 15 segundos. 

A pressão aplicada por 5 segundos (Figura 13A) permitiu que uma pequena 

quantidade de amostra fosse injetada no capilar, consequentemente isto resultou em 

um pico com menor área, o que pode prejudicar a sua detectabilidade em 

concentrações menores. A injeção por 15 segundos proporcionou grande 

quantidade de massa injetada, acarretando perda de eficiência e aumento no fator 

de assimetria devido ao excesso de massa introduzida no capilar (Figura 13B). 

Sendo assim, o tempo selecionado para injeção da amostra foi de 10 segundos, o 

qual proporcionou valores adequados de área (Figura 13A), eficiência e fator de 

assimetria (Figura 13B).  

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

4.1.6 Pré-concentração online – Stacking mediado por força iônica 

 

Em CE a quantidade de analito a ser detectada é menor devido à pequena 

quantidade de amostra injetada (da ordem de nanolitros) e ao reduzido caminho 

óptico proporcionado por dimensões reduzidas do capilar (PERLATTI; CARRILHO; 

AGUIAR, 2013). Sendo assim, é recomendado a mínima dispersão da amostra no 
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Figura 13 - Influência do tempo de injeção da amostra na área da LTG (A), eficiência e fator 
de assimetria (B). Condições eletroforéticas: capilar de sílica de 75 µm de diâmetro interno e 
50 cm de comprimento efetivo, MES 130 mmol L-1 pH 5, 15 kV, 20°C 
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capilar (PERLATTI; CARRILHO; AGUIAR, 2013). O uso de técnicas de pré-

concentração online proporciona melhora na razão sinal/ruído com consequente 

melhora da detectabilidade. O stacking mediado por força iônica pode ser alcançado 

quando há mudança de condutividade no meio eletroforético, o que gera alterações 

no campo elétrico. Isso resulta em mudança na velocidade eletroforética do analito 

nos diferentes meios proporcionando a obtenção de bandas mais finas (PERLATTI; 

CARRILHO; AGUIAR, 2013).   

 No stacking mediado por força iônica a amostra é preparada em solução de 

menor condutividade quando comparada ao BGE. Quando a tensão é aplicada, a 

força do campo elétrico será maior na região de menor condutividade (região de 

maior resistividade). Como consequência, as espécies carregadas presentes nesta 

região se moverão mais rapidamente e quando alcançam a interface entre a banda 

da amostra e a banda do BGE são desaceleradas, causando uma redução no 

comprimento da banda da amostra (DE MORAES et al., 2009). Isto faz com que 

ocorra um empilhamento da solução de amostra, conhecido como stacking, durante 

os segundos iniciais da separação. Este empilhamento possibilita a introdução de 

volume maior de amostra no capilar sem que haja perda da eficiência (PERLATTI; 

CARRILHO; AGUIAR, 2013). 

A avaliação do stacking foi realizada levando em consideração a eficiência do 

pico da LTG, uma vez que as amostras foram ressuspendidas em diferentes 

soluções como MES, água ultrapura, metanol ou solução de água:metanol (1:1, v/v). 

O uso do MES ocasionou alargamento total do pico com perda de eficiência. 

Isso ocorreu porque a zona de injeção da amostra e o BGE apresentam a mesma 

força iônica, condutividade e resistividade à passagem de corrente (WEINBERGER, 

2000; DE MORAES et al., 2009). A ressuspensão da LTG em água, metanol ou na 

mistura água:metanol (1:1, v/v) proporcionaram maior eficiência dos picos devido à 

diferença na condutividade entre as bandas, com consequente empilhamento dos 

íons. Assim, de acordo com o gráfico da Figura 14, a solução composta por 

metanol:água (1:1, v/v) foi selecionada para a ressuspensão da amostra. 
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4.1.7 Condições estabelecidas 

 

 Após a avaliação de vários parâmetros que podem influenciar na análise 

eletroforética, foram selecionadas as condições descritas na Tabela 3. A Figura 15 

representa um eletroferograma com as a separação da LTG e do padrão interno (PI) 

lidocaína. 

 

Tabela 3 - Condições estabelecidas para análise da LTG 

Parâmetro Condição otimizada 

Capilar Sílica fundida, 75 μm de diâmetro 
interno, 50 cm de comprimento efetivo 

 
Injeção Hidrodinâmica por 10 segundos e 0,5 

psi 
 

BGE MES 

Concentração do BGE 130 mmol L-1 

pH 5 

Tensão 15 kV 

Corrente 6,5 µA 

Temperatura 20°C 

Ressuspensão da amostra metanol:água (1:1, v/v) 

 

Figura 14 - Influência do stacking da amostra em diferentes meios de ressuspensão. O eixo 
x representa a ressuspensão da amostra em 1) MES, 2) água, 3) metanol e 4) solução de 
metanol:água (1:1, v/v). Condições eletroforéticas: capilar de sílica de 75 µm de diâmetro 
interno e 50 cm de comprimento efetivo, MES 130 mmol L-1 pH 5, 15 kV, 20°C, injeção 
hidrodinâmica por 10 segundos a 0,5 psi 
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4.1.8 Depleção do BGE 

 

Devido à constante aplicação de altas tensões durante as análises, o BGE 

pode sofrer alterações tanto na sua composição quanto no seu pH, fenômeno 

denominado eletrólise ou depleção do BGE, o que compromete a repetibilidade das 

análises. Em soluções aquosas a eletrólise da água gera o acúmulo de prótons no 

anodo, o que torna a solução no reservatório mais ácida, e no catodo ocorre o 

acúmulo de íons hidróxidos, o que torna a solução no reservatório mais alcalina (de 

GAITANI; DE OLIVEIRA; BONATO, 2013). Quando uma diferença de potencial é 

aplicada, há migração destas espécies para os eletrodos de carga oposta gerando 

gradiente de pH no interior do capilar. Essa depleção do BGE tem impacto direto na 

ionização das espécies e na magnitude do EOF, com comprometimento da área, 

tempo de migração, resolução e eficiência dos picos (TAGLIARO et al., 1998). A 

principal causa da eletrólise é a falta de capacidade tamponante do BGE, por isso a 

escolha de um sistema tamponante forte é de suma importância para manutenção 

das características da solução por tempo prolongado, juntamente com o valor 

adequado de pH.  Assim, altas concentrações do BGE exercem influência na 

Figura 15 – Eletroferograma referente as condições estabelecidas para análise da LTG e do 
PI. 
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eletrólise, reduzindo a probabilidade de sua ocorrência (de GAITANI; DE OLIVEIRA; 

BONATO, 2013). 

Outros fatores que podem ocasionar a eletrólise são volume insuficiente da 

solução tampão nos vials, temperatura, corrente gerada e o tempo em que é 

aplicada a tensão (MAYER, 2001). Devido a todos esses riscos relacionados à 

alteração da composição do BGE, para evitar a depleção é aconselhável limitar o 

número de corridas realizadas usando a mesma solução de BGE nos reservatórios 

(de GAITANI; DE OLIVEIRA; BONATO, 2013). Também deve ser realizado o teste 

de eletrólise, no qual é avaliado o número máximo de vezes em que a amostra pode 

ser injetada com a mesma solução de BGE nos reservatórios.  A avaliação da 

depleção do tampão foi feita pela análise de 15 injeções consecutivas usando a 

mesma solução de BGE (tampão MES, pH 5, na concentração de 130 mmol L-1 e 

tensão de 15 kV) nos reservatórios. O coeficiente de variação para o tempo de 

migração foi calculado e ficou abaixo de 1 %, o que é considerado adequado para 

análises por CE (MAYER, 2001). Portanto, a solução dos reservatórios do inlet e 

outlet foi trocada após a realização de 15 análises eletroforéticas.  

 

4.2 Avaliação da HF-LPME para análise da LTG em plasma 

 

Após a otimização das condições eletroforéticas, a HF-LPME foi avaliada no 

modo de 3 fases. Para alcançar os melhores valores de recuperação do analito de 

interesse, vários parâmetros foram estudados:  

 Solvente orgânico (dibutil éter, 1-octanol, acetato de hexila, acetato de 

dodecila, acetato de butila, N,N-dimetilformamida e n-hexil etér); 

 Tempo de extração (5, 15, 30, 50 e 70 minutos); 

 Velocidade de agitação da amostra (500, 1000 e 1500 rpm); 

 pH da fase doadora (5 – 10); 

 pH da fase aceptora (1 – 4); 

 Efeito salting out (0, 2, 5 e 7%). 

A fase aquosa foi composta por 500 µL de plasma branco adicionado da LTG 

e PI, e 3,5 mL de solução tampão fosfato de sódio 50 mmol L-1 para manter o pH da 

amostra constante. 
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4.2.1 Efeito do solvente orgânico na fibra   

 

O solvente orgânico se encontra imobilizado nos poros da fibra. Ele age como 

uma barreira, entre a fase doadora e a fase aceptora, que o analito precisa 

atravessar para ser extraído (CHA; MYUNG, 2013). Para isso, é necessário que 

esse solvente orgânico possua características importantes como: ter baixa 

volatilidade para evitar sua perda durante o processo de extração, ser possível sua 

imobilização nos poros da fibra, ter baixa solubilidade em água (EBRAHIMZADEH et 

al., 2010), alta solubilidade com os analitos de interesse (CHA; MYUNG, 2013) e 

apresentar moderada viscosidade para evitar a sua saída dos poros da fibra 

(SIMÕES; DE OLIVEIRA; BONATO, 2011). Seguindo esses conceitos, os solventes 

orgânicos testados foram o di-N-hexiléter, di-N-butiléter, 1-octanol, acetato de butila, 

N-dimetil-formamida, acetato de hexila e acetato de dodecila. 

Como mostrado na Figura 16, somente com os solventes octanol e di-N-

butiléter foi possível obter a extração da LTG da amostra de plasma. O octanol 

apresentou maior recuperação da LTG em relação ao di-N-butiléter e também maior 

clean up da amostra, sendo possível obter um eletroferograma livre de interferentes 

endógenos. Portanto, este foi o solvente selecionado para impregnação da fibra.   

  
 

 

 

 

Figura 16 - Efeito do solvente orgânico na extração da LTG por HF-LPME. A  extração foi 
realizada por 50 minutos a 500 rpm. Fase doadora: 3,5 mL de solução  fosfato de sódio 50 
mmol L-1 pH 10,0 e fase aceptora ácido clorídrico pH 1,0 
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4.2.2 Efeito do tempo de agitação 

 

 A HF-LPME é um processo de equilíbrio que depende da transferência de 

massa do analito da fase doadora para a fase aceptora contida no interior da fibra. A 

variação do tempo de agitação da amostra é essencial para avaliar esse processo 

de transferência de massa (BASHEER; BALASUBRAMANIAN; LEE, 2003). Assim, a 

HF-LPME não é um método exaustivo de extração e a recuperação do analito é 

diretamente proporcional ao tempo de agitação da amostra até o momento em que o 

equilíbrio é atingido (EBRAHIMZADEH et al., 2010; DE OLIVEIRA et al., 2008). O 

perfil de recuperação do analito foi avaliado nos tempos de 5, 15, 30, 50 e 70 

minutos (Figura 17).  

  

 

 

Pode ser observado que houve aumento significativo na recuperação do 

analito até 30 minutos de extração, sendo que após esse tempo não houve diferença 

significativa. Assim, para manter o compromisso entre porcentagem de recuperação 

e tempo de agitação foi selecionado o tempo de 30 minutos de agitação da amostra. 

Embora o tempo de agitação seja considerado elevado em comparação com outros 

métodos de extração, várias amostras podem ser preparadas simultaneamente, o 

que minimiza o efeito deste longo tempo de agitação. Além disso, é relatado na 

literatura tempos de agitação relativamente longos para a esta extração, que 

variaram entre 30 e 50 minutos (CHA; MYUNG, 2013; SIMÕES; DE OLIVEIRA; 

BONATO, 2011; CARRÃO et al., 2011; EBRAHIMZADEH et al., 2010; ESRAFILI; 

YAMINI; SHARIATI, 2007). 

 

Figura 17 - Influência do tempo de agitação na extração da LTG por HF-LPME. A extração 
foi realizada a 500 rpm. Fase doadora: 3,5 mL de solução  fosfato de sódio 50 mmol L-1 pH 
10,0 e fase aceptora ácido clorídrico pH 1,0. Solvente orgânico: 1-octanol.  



46 
 

4.2.3 Efeito da velocidade de agitação da amostra 

 

A velocidade de agitação da amostra é um dos parâmetros que afeta a cinética 

da extração. Ela facilita diretamente a transferência de massa e aumenta a difusão 

do analito para a camada orgânica dos poros e, consequentemente, reduz o tempo 

necessário para atingir o equilíbrio da extração (EBRAHIMZADEH et al., 2010; DE 

OLIVEIRA et al., 2008; ESRAFILI; YAMINI; SHARIATI, 2007;). Entretanto, agitações 

muito vigorosas podem produzir bolhas de ar na superfície da fibra (ESRAFILI; 

YAMINI; SHARIATI, 2007) e também promover o deslocamento do solvente orgânico 

dos poros (SIMÕES; DE OLIVEIRA; BONATO, 2011), o que compromete a 

recuperação do analito. Assim, foram avaliadas as velocidades de agitação da 

amostra de 500, 1000 e 1500 rpm. 

Pela Figura 18 pode ser observado que não houve diferença na recuperação 

da LTG entre as diferentes velocidades avaliadas. É possível que a condição de 

equilíbrio entre as fases tenha sido alcançada em valores mais baixos de agitação 

(EMÍDIO et al., 2010). Desoubries et al., (2012) explicaram este resultado atribuindo-

o ao formato e tamanho reduzidos do tubo onde está a amostra (tubo de 6 mL) o 

que facilita a movimentação do analito e sua rápida transferência para o interior da 

fibra. Sendo assim, a velocidade de agitação selecionada foi de 500 rpm.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Figura 18 - Influênciada velocidade de agitação na extração da LTG por HF-LPME. A 
extração foi realizada por 30 minutos. Fase doadora: 3,5 mL de solução fosfato de sódio 50 
mmol L-1 pH 10,0 e fase aceptora ácido clorídrico pH 1,0. Solvente orgânico: 1-octanol 
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4.2.4 Efeito do pH da fase doadora 

 

 No preparo de amostras, o pH é essencial na eficiência da extração de 

compostos ácidos e básicos. No caso da HF-LPME o ajuste do pH da fase doadora 

resulta em uma maior razão de distribuição e garante altos valores de recuperação 

(DE OLIVEIRA et al., 2008). Dependendo do pKa do analito, o pH deve ser ajustado 

para que este permaneça em sua forma não ionizada e reduza sua solubilidade na 

fase doadora aquosa (EBRAHIMZADEH et al., 2010). Para uma base fraca, a 

alcalinização da amostra a mantém em sua forma não ionizada, o que reduz sua 

solubilidade em amostras aquosas e facilita a extração pelo solvente orgânico. 

(EBRAHIMZADEH et al., 2010; RASMUSSEN; PERDERSEN-BJERGAARD, 2004; 

HALVORSEN et al., 2001). Como a LTG é uma base fraca (pKa 5,7), o pH da fase 

doadora foi avaliado pela adição de solução de fosfato de sódio 50 mmol L-1 na faixa 

de pH de 5 a 10, para manter a LTG na sua forma não ionizada.  

 Pelos resultados obtidos, pode-se observar que altos valores de pH 

forneceram maiores valores de recuperação. Entretanto, acima de pH 9,0, não 

houve diferença significativa em relação à recuperação da LTG (Figura 19). 

Portanto, o pH 9 foi selecionado para a fase doadora. 

Como mencionado anteriormente, o pH das fases deve ser otimizado para 

favorecer a extração dos analitos. No caso da fase aceptora, para uma base fraca, o 

pH deve ser mantido na região ácida para favorecer a ionização do analito e evitar 

que ele volte para a fase orgânica (SARAFRAZ-YAZDI; AMIRI, 2010; PAWLISZYN; 

PEDERSEN-BJERGAARD, 2006; HALVORSEN et al., 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 19 - Influência do pH da fase doadora na extração da LTG por HF-LPME. A extração 
foi realizada por 30 minutos a 500 rpm. Fase doadora: 3,5 mL de solução fosfato de sódio 
50 mmol L-1 e fase aceptora ácido clorídrico pH 1,0. Solvente orgânico: 1-octanol 
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4.2.5 Efeito do pH da fase aceptora 

  

Como a LTG é uma base fraca, esse parâmetro foi avaliado na faixa de pH 

ácido de 1 – 4, com o uso de ácido clorídrico em diferentes concentrações (0,5 – 

0,01 mol L-1). De acordo com a Figura 8, nessa faixa de pH a LTG está 

aproximadamente 100% na forma ionizada.  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

A Figura 20 mostra que não houve diferença significativa na porcentagem de 

recuperação da LTG nesses valores de pH. Entretanto, em valores de pH mais 

baixos altos valores de fator de assimetria foram observados. Isto pode ter 

acontecido devido à diferença de condutividade entre a banda da amostra e a do 

BGE (WEINBERGER, 2000). Assim, para manter o compromisso entre eficiência do 

pico e valores adequados de recuperação, o pH 4,0 foi selecionado. 

 

4.2.6 Efeito salting out  

 

 O salting out consiste na saturação do meio aquoso por um sal. As moléculas 

de água da solução englobam as moléculas do sal dissociado, o que reduz a 

quantidade de água disponível para solvatar as moléculas do analito, fazendo com 

que o analito seja mais facilmente conduzido para a fase orgânica (LORD; 

PAWLISZYN, 2000).  

O efeito salting out foi avaliado pela adição de cloreto de sódio na fase 

doadora nas concentrações de 0, 2, 5 e 7% (massa/volume). Os resultados 

Figura 20 - Influênciado pH da fase aceptora na extração da LTG por HF-LPME. A 
extração foi realizada por 30 minutos a 500 rpm. Fase doadora: 3,5 mL de solução  fosfato 
de sódio 50 mmol L-1 pH 9,0 e fase aceptora ácido clorídrico. Solvente orgânico: 1-octanol 
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demonstraram que não houve melhoras na eficiência de extração da LTG após a 

adição do sal na fase doadora (Figura 21). Desse modo, os experimentos seguiram 

sem a adição de cloreto de sódio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2.7 Condições estabelecidas para a HF-LPME 

 

 Após todos os parâmetros serem avaliados, as condições selecionadas para 

a extração da LTG em amostras de plasma por HF-LPME foram: fase doadora 

composta por 500 µL de plasma e 3,5 mL de solução fosfato de sódio 50 mmol L-1 

pH 9,0. O solvente impregnado na fibra foi o 1-octanol e a impregnação foi feita por 

15 segundos. A fase aceptora foi inserida no lúmen da fibra e composta por solução 

de ácido clorídrico pH 4,0 . A agitação foi realizada por 30 minutos a 500 rpm. 

Nestas condições foi possível obter uma porcentagem de recuperação de 54,3 %.  

O eletroferograma de uma amostra de plasma branco fortificado com LTG e 

extraída pela HF-LPME nas condições otimizadas é mostrado na Figura 22A.  

 

 

 

 

 

 
 

A 

B 

1 

2 

Figura 21 - Influência da adição de sal na extração da LTG por HF-LPME. A extração foi 
realizada por 30 minutos a 500 rpm. Fase doadora: 3,5 mL de solução fosfato de sódio 50 
mmol L-1 pH 9,0 e fase aceptora ácido clorídrico pH 4. Solvente orgânico: 1-octanol 

Figura 22 - Eletroferogramas da (A) amostra fortificada com LTG e extraída pela HF-
LPME nas condições selecionadas. 1) PI e 2) LTG 10 µg mL-1 ; (B) amostra de plasma 
branco extraído por HF-LPME nas mesmas condições 
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4.3 Validação do método analítico 

 

4.3.1 Linearidade  

 

A linearidade foi avaliada em triplicata fortificando-se alíquotas de 500 µL de 

plasma branco nas concentrações plasmáticas de 1; 2; 4; 8; 10; 15 e 20 µg mL-1. O 

PI foi utilizado na concentração plasmática de 5 µg mL-1. Após isso, as amostras 

foram submetidas ao procedimento de extração descrito na Figura 6. 

A correlação entre concentração e a razão entre a área da LTG e do PI foi 

feita por regressão linear, pelo método dos mínimos quadrados para se obter a 

equação da reta e o coeficente de correlação (r). O coeficiente de correlação é um 

dos parâmetros utilizados para avaliar a adequação do ajuste da curva. Ele é 

definido pela razão da covariância entre a concentração X e o sinal analítico Y. A 

análise estatística dos dados foi avaliada pela análise de variância ANOVA lack of fit, 

com os cálculos dos valores de F e p para a LTG, para um nível de confiança de 

95%. O Fcalculado expressa a razão entre as variâncias obtidas na menor e maior 

concentrações. Esse valor tem que ser menor do que o Ftabelado, o que indica uma 

variância constante da curva analítica (CASSIANO et al., 2009). 

Os dados da Tabela 4 mostram que o modelo linear de regressão está bem 

ajustado. 

 

Tabela 4 - Linearidade do método para análise da LTG por HF-LPME 

Faixa linear  

(µg mL-1) 
Equação linear r 

ANOVA Lack of fit 

F p 

1,0 – 20,0 y = 0,2953x – 0,0104   0,9967 0,51 0,795 

r = coeficiente de correlação, FTabelado = 2,445 

 

4.3.2 Precisão, exatidão e LIQ 

 

A precisão e exatidão foram realizadas em quintuplicata com a fortificação de 

500 µL de plasma branco nas concentrações plasmáticas do LIQ, CQB, CQM e CQA 

(1; 2; 10; e 15 µg mL-1 respectivamente) da LTG e 5 µg mL-1 do PI.  
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As amostras foram extraídas conforme procedimento descrito na Figura 6 e o 

CV% e o EPR% foram calculados. A precisão e exatidão intracorridas (n=5) foram 

determinadas em um mesmo dia, e a precisão e exatidão intercorridas foram 

determinadas em 3 dias consecutivos e os resultados estão apresentados na Tabela 

5. Todos os valores estão abaixo dos preconizados pelos guias da Anvisa e EMA 

(abaixo de 20% para o LIQ e abaixo de 15% para o CQB, CQM e CQA). 

 

Tabela 5 - LIQ, precisão e exatidão intracorridas e intercorridasa (n=5) do método para 
análise da LTG por HF-LPME 

 
Concentração 

nominal 
µg mL-1) 

Concentração 
obtida 

µg mL-1) 

Precisão 
CV (%) 

Exatidão 
EPR% (%) 

LIQ 1,0 1,1 9,3 10,0 

Intradia 

1,0 

2,0 

10,0 

15,0 

1,1 

2,1 

9,5 

15,6 

7,7 

3,9 

2,4 

4,5 

10,0 

5,0 

-5,0 

4,0 

Interdiaa 

1,0 

2,0 

10,0 

15,0 

1,01 

1,95 

9,30 

14,5 

4,7 

7,3 

2,2 

9,3 

10,0 

-5,0 

-7,0 

-3,3 

a, três dias consecutivos 

 

4.3.3 Seletividade 

 

 A seletividade foi avaliada pela análise de 6 amostras de fontes diferentes de 

plasma branco, sendo 4 amostras normais, 1 lipêmica e 1 hemolisada. Além disso, 

também foram avaliadas amostras contendo outros fármacos possivelmente 

coadministrados aos pacientes. Para isso, foi realizada a análise eletroforética 

desses fármacos nas condições estabelecidas para análise da LTG. Nenhum dos 

fármacos avaliados apresentou tempo de migração igual ou próximo ao da LTG ou 

PI. O método foi seletivo e não apresentou nenhum sinal interferente no tempo de 

migração da LTG ou do PI. A Figura 22B apresenta um eletroferograma referente à 

análise de uma amostra de plasma branco extraído por HF-LPME. 
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4.3.4 Efeito residual 

 

O efeito residual foi avaliado pela análise de uma amostra de plasma branco, 

seguida pela análise de uma amostra fortificada na concentração do LSQ, e de duas 

amostras de plasma branco novamente. Todas as amostras foram submetidas ao 

procedimento de extração por HF-LPME e não foi observado efeito residual.  

 

4.3.5 Estabilidade 

 

O teste de estabilidade foi realizado fortificando-se 500 µL de plasma com 

LTG nas concentrações plasmáticas referente ao CQB e CQA (n=5). As condições 

avaliadas foram estabilidade de pós-processamento (20 horas após a realização do 

procedimento de extração), estabilidade de curta duração (as amostras fortificadas 

foram mantidas à temperatura ambiente por 4 horas e depois extraídas e 

analisadas), estabilidade após ciclos de congelamento e descongelamento (3 ciclos) 

e estabilidade de longa duração (as amostras foram fortificadas e armazenadas a -

20°C por 36 dias e então extraídas e analisadas). Somente no momento da extração 

o PI foi adicionado à amostra. Todas as amostras submetidas ao teste de 

estabilidade foram quantificadas com o auxílio de uma curva analítica no intervalo de 

concentração plasmática de 1 – 20 µg mL-1 e calculados o CV% e o EPR%.Os 

testes mostraram que a LTG apresentou estabilidade nas condições de análise e 

armazenamento e valores adequados de precisão e exatidão abaixo de 15% como 

preconizado pelos guias da Anvisa e EMA (Tabela 6). 

 

Tabela 6 - Estabilidade (n=5) do método para análise da LTG por HF-LPME 

Estabilidade Concentração 
nominal (µg mL-1) 

Concentração 
obtida (µg mL-1) 

Precisão 
CV (%) 

Exatidão 
EPR% (%) 

Pós-processamento 
(20 horas) 

2,0 
15,0 

1,8 
13,5 

5,2 
12,9 

-10,0 
-10,0 

Curta duração (4 
horas) 

2,0 
15,0 

2,1 
12,9 

6,6 
1,4 

5,0 
-14,0 

Congelamento e 
descongelamento (3 
ciclos) 

2,0 
15,0 

2,1 
13,6 

6,1 
5,4 

5,0 
-9,3 

Longa duração (36 
dias) 

2,0 
15,0 

2,2 
16,4 

3,1 
5,3 

10,0 
9,3 
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A estabilidade da LTG em solução metanólica foi avaliada nas concentrações 

do CQB e CQA, e o PI, na concentração de 5 µg mL-1 (n=3) em soluções recém 

preparadas e soluções preparadas e armazenadas durante cinco meses. Após isto, 

25 µL do padrão de cada solução acima citada foram transferidos para tubos de 

vidro, o solvente foi evaporado sob fluxo de ar comprimido e ressuspendidos em 100 

µL de solução de metanol:água (1:1, v/v) e realizada a análise eletroforética. 

Para quantificação das amostras foi utilizada uma curva analítica.  O CV% e o 

EPR% foram calculados das amostras recém preparadas e de amostras preparadas 

e armazenadas há cinco meses. Como apresentado na Tabela 7, os testes 

mostraram que as soluções de LTG permaneceram estáveis com valores de CV% e 

o EPR% abaixo de 10% como preconizado pelo guia da Anvisa. 

 

Tabela 7 - Estabilidade (n=3) da solução padrão da LTG  

Estabilidade Concentração 
nominal 
µg mL-1) 

Concentração 
obtida 

µg mL-1) 

Precisão 
CV (%) 

Exatidão 
EPR% (%) 

Amostras recém 
preparadas 

2,0 
15,0 

1,9 
14,6 

1,7 
2,5 

-5,0 
-2,6 

Amostras 
preparadas há 5 
meses 

2,0 
15,0 

1,8 
14,3 

3,4 
4,3 

-10,0 
-4,7 

 
 

4.3.6 Determinação da LTG em amostras de plasma de pacientes epilépticos 

 

 Para demonstrar a aplicação do método, amostras de plasma de pacientes 

em tratamento com a LTG foram analisadas. A Figura 23 apresenta o 

eletroferograma referente à análise da amostra de plasma de um paciente em 

tratamento, a Figura 24 e a Tabela 10 apresentam os resultados referentes à análise 

quantitativa da LTG nos 12 pacientes epilépticos em tratamento com a LTG. Todas 

as amostras foram positivas para o fármaco em questão e puderam ser analisadas 

pelo método proposto. Como mencionado anteriormente, o nível terapêutico da LTG 

não é muito bem determinado e, apesar de alguns autores citarem valores de 

concentração entre 1 a 4 µg mL-1, alguns trabalhos relatam valores  maiores do que 

10 µg mL-1 (THEURILLAT; KUHN; THORMANN, 2002; SARACINO et al., 2007; 
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NIKOLAOU et al., 2015; KIM et al., 2015) o que corrobora com os resultados obtidos 

neste trabalho. 

 

    

 

 

 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

4.4 Avaliação da DLLME para análise da LTG em plasma 

 

A avaliação de alguns parâmetros que influenciam o procedimento de preparo 

de amostra é essencial para alcançar maiores valores de recuperação do composto 

em estudo. No caso da DLLME os parâmetros avaliados foram:  

 Precipitação proteica com os solventes orgânicos: acetonitrila, metanol, etanol 

e acetona;  

 Volume do solvente orgânico para precipitar proteínas: 0,5, 0,75 e 1 mL;  

 pH da fase aquosa: 5, 6, 7, 8, 9 e 10;  

 Tipo do solvente extrator: tetracloroetileno, clorofórmio e diclorometano; 

2 

1 

Figura 23 - Eletroferograma referente à análise da amostra de plasma de um paciente em 
tratamento com a LTG. 1) PI e 2) LTG (concentração de 10,23 µg mL-1) 

Figura 24 - Concentrações plasmáticas da LTG em paciente epilépticos. F= sexo feminino, 
M= sexo masculino 
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  Volume do solvente extrator: 60, 80, 100, 120, 140 e 160 µL; 

  Tempo da DLLME assistida por ultrassom: 0, 30 e 60 segundos;  

 Tempo da DLLME assistida por vortex: 0, 30 e 60 segundos;  

 Salting out: adição de NaCl nas concentrações de 0, 1, 3 e 5 %.  

 

A fase aquosa foi composta por 1,3 mL do sobrenadante proveniente do pré-

tratamento da amostra (que continha a LTG e o PI) por precipitação proteica, e 4 mL 

de solução  fosfato de sódio 50 mmol L-1 para manter o pH da amostra constante.  

 

 

4.4.1 Pré-tratamento da amostra por precipitação proteica 

 

A ligação dos fármacos a proteínas é uma das dificuldades no uso do plasma 

como material biológico em procedimentos de extração (DE OLIVEIRA et al., 2008). 

A precipitação proteica tem sido utilizada para preparo de amostras complexas como 

plasma, soro e sangue total. Todavia, esse preparo também pode ser realizado 

anteriormente a outro método de extração para melhorar a eficiência de extração. 

Para isso podem ser utilizadas soluções ácidas, sais ou solventes orgânicos 

(BUENO; SILVA; QUEIROZ, 2011). Previamente à realização da DLLME o pré-

tratamento da amostra de plasma se faz necessário. Esse pré-tratamento pode ser 

feito por diluição, precipitação de proteínas, centrifugação e/ou filtração da amostra 

(SARAJI; BOROUJENI, 2014). Muitos autores empregaram a precipitação de 

proteínas com acetonitrila (FERNÁNDEZ et al., 2015; JOUYBAN et al., 2015) e 

metanol (FERNÁNDEZ et al., 2013; SARAJI; BOROUJENI; BIDGOLI, 2011) como 

pré-tratamento da amostra. 

Para a DLLME foi avaliada a precipitação de proteínas com solvente orgânico 

como pré-tratamento da amostra. Para ajudar na seleção do solvente orgânico mais 

apropriado, foram observados alguns aspectos visuais como a aparência do 

sobrenadante em relação à sua limpidez e a formação da fase sedimentada. Além 

disso, uma vantagem em precipitar as proteínas com solventes orgânicos é que os 

solventes utilizados na precipitação de proteínas podem ser utilizados também como 

solventes dispersores na DLLME (JOUYBAN et al., 2015), uma vez que os solventes 

comumente utilizados para precipitar as proteínas também apresentam as 

características exigidas para os solventes dispersores, ou seja, apresentam boa 
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miscibilidade tanto com a fase aquosa quanto com o solvente extrator. Assim, o 

mesmo solvente utilizado para precipitar as proteínas foi utilizado como solvente 

dispersor. Outros trabalhos descritos na literatura também utilizam o solvente 

orgânico usado no processo de precipitação de proteínas como solvente dispersor 

(FERNÁNDEZ et al., 2013; JOUYBAN et al., 2015; FERNÁNDEZ et al., 2015). 

Para definir o solvente orgânico para precipitação proteica, foram avaliados a 

acetonitrila, o metanol, o etanol e a acetona. Assim, aos tubos contendo 500 µL de 

plasma branco fortificado com LTG, foi adicionado 1 mL de cada solvente orgânico 

citados acima para serem avaliados. A seguir, os tubos foram agitados por 2 minutos 

no vibrax e em seguida foram centrifugados por 15 minutos a 2300 x g. O 

sobrenadante foi coletado e realizada a DLLME. Como pode ser observada na 

Figura 25, a acetonitrila foi o solvente orgânico que proporcionou os melhores 

valores de recuperação da LTG e, portanto, foi utilizada para os experimentos 

posteriores.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Após ter sido selecionado o solvente para precipitar as proteínas, o volume 

deste solvente foi avaliado (Figura 26). Assim, em 500 µL de plasma branco foram 

adicionados 0,5, 0,75 ou 1 mL de acetonitrila, os volumes finais do sobrenadante 

recuperados foram de 0,75, 1 e 1,3 mL respectivamente. Entretanto, os volumes de 

0,5 e 0,75 mL de acetonitrila não foram suficientes para precipitar por completo as 

Figura 25 - Avaliação do solvente orgânico para precipitar as proteínas plasmáticas para 
extração da LTG por DLLME. Volume do solvente para precipitação: 1 mL. Fase aquosa: 4 
mL de solução  fosfato de sódio 50 mmol L-1 pH 9,0. Solvente extrator: 100 µL de 
clorofórmio  
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proteínas das amostras de plasma e proporcionaram sobrenadantes ainda turvos o 

que comprometia a formação da fase sedimentada quando realizada a DLLME. Já o 

volume de 1 mL foi suficiente para precipitar as proteínas e obter um sobrenadante 

mais límpido para a realização da DLLME. Além disso, o volume de 1 mL também 

proporcionou maior porcentagem de recuperação da LTG, provavelmente devido a 

melhor dispersão do solvente extrator quando realizada a DLLME (NAEENI; YAMINI; 

REZAEE, 2011).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.4.2 Efeito do pH da fase aquosa 

 

 Do mesmo modo que ocorre no método da HF-LPME, o pH da fase aquosa 

deve ser ajustado de acordo com as propriedades físico-químicas do analito para 

mantê-lo em sua forma não ionizada e favorecer a sua solubilidade no solvente 

orgânico (CALDAS; COSTA; PRIMEL, 2010). Para verificar a influência do pH da 

fase aquosa o mesmo foi avaliado nos valores de 5, 6, 7, 8, 9 e 10, para garantir que 

a LTG permanecesse na forma não ionizada (Figura 8), uma vez que ela é uma 

base fraca (pKa 5,7). Assim, 1,3 mL do sobrenadante proveniente da precipitação 

proteica com acetonitrila e 4 mL da solução  fosfato de sódio 50 mmol L-1 

constituiram a fase aquosa. 

Pode ser observado pelos resultados obtidos e apresentados na Figura 27 

que altos valores de pH forneceram maiores valores de recuperação. Entretanto, 

Figura 26 - Influência do volume do solvente orgânico para precipitar as proteínas 
plasmáticas na extração da LTG por DLLME. Solvente para precipitação: acetonitrila. Fase 
aquosa: 4 mL de solução  fosfato de sódio 50 mmol L-1 pH 9,0. Solvente extrator: 100 µL de 
clorofórmio 
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acima do pH 9,0 não houve diferença significativa e portanto, o pH 9,0 foi 

selecionado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.4.3 Efeito do tipo de solvente extrator 

 

 A seleção do solvente extrator é um dos fatores mais importantes que 

influencia na recuperação e seletividade do método frente ao analito em estudo 

(CALDAS; COSTA; PRIMEL, 2010). Além disso, ele deve apresentar características 

como capacidade de extrair o analito de interesse, baixa solubilidade em água, ser 

capaz de formar o ponto nuvem juntamente com o solvente dispersor e ser mais 

denso do que a amostra em estudo para ser capaz de formar a fase sedimentada 

(CALDAS; COSTA; PRIMEL, 2010). Devido à necessidade dessas características, 

apenas alguns solventes foram testados como tetracloroetileno, clorofórmio e 

diclorometano.  

Dentre os solventes testados, o tetracloroetileno somente extraiu o PI. Entre o 

diclorometano e o clorofórmio, este último foi o que proporcionou os melhores 

valores de recuperação para a LTG e por isto foi selecionado como solvente extrator 

(Figura 28). Na literatura há uma grande diversidade no tipo de solvente extrator 

empregado. Para a análise de outros compostos, o clorofórmio já foi utilizado como 

solvente extrator (DE ALBUQUERQUE; de GAITANI; DE OLIVEIRA, 2015; REZAEE 

et al., 2009) e outros trabalhos utilizaram o tetracloreto de carbono (CALDAS; 

COSTA; PRIMEL, 2010; MAHAM et al., 2014) por proporcionar maiores valores de 

Figura 27 - Influência do pH da fase aquosa na extração da LTG por DLLME. Solvente para 
precipitação: 1 mL de acetonitrila. Fase aquosa: 4 mL de solução  fosfato de sódio 50 mmol 
L-1. Solvente extrator: 100 µL de clorofórmio 
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recuperação. Entretanto, devido a sua alta toxicidade, o tetracloreto de carbono não 

foi utilizado neste estudo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.4.4 Efeito do volume do solvente extrator 

 

 Para avaliar a influência do volume do solvente extrator na DLLME, os 

volumes de 60, 80, 100, 120, 140 e 160 µL de clorofórmio foram injetados na fase 

aquosa composta por 1,3 mL do sobrenadante proveniente da precipitação proteica 

com acetonitrila e 4 mL da solução fosfato de sódio 50 mmol L-1 pH 9,0. De acordo 

com os resultados mostrados na Figura 29, à medida que o volume do solvente 

extrator aumentou foi observado aumento nos valores de recuperação da LTG. 

Entretanto, em valores acima de 120 µL não foi observada diferença estatística em 

relação à porcentagem de recuperação.   

Esse aumento de recuperação da LTG, de acordo com o aumento de volume 

do solvente extrator, acontece devido à maior partição do analito para o clorofórmio 

(CALDAS; COSTA; PRIMEL, 2010). Visando uma diminuição de consumo de 

solvente clorado e ainda mantendo o compromisso com o melhor valor de 

recuperação, 120 µL foi o volume selecionado. 

 

 

Figura 28 - Influência do tipo de solvente extrator na extração da LTG por DLLME. Solvente 
para precipitação: 1 mL de acetonitrila. Fase aquosa: 4 mL de solução fosfato de sódio 50 
mmol L-1 pH 9,0. Solvente extrator: 100 µL 
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4.4.5 DLLME assistida por vortex e ultrassom 

 

 Após a formação do ponto nuvem, a área superficial entre o solvente extrator 

e a amostra aquosa é infinitamente grande, o que faz com que a transferência do 

analito entre as fases seja rápida (REZAEE et al., 2006). Desse modo, para tentar 

favorecer a partição do analito para o solvente extrator, e com o intuito de melhorar a 

eficiência da extração da LTG, a DLLME assistida por vortex nos tempos de 0, 30 e 

60 segundos (Figura 30A) e por ultrassom nos tempos de 0, 30 e 60 segundos 

(Figura 30B) foram avaliadas.  

O uso do vortex proporcionou ampla dispersão do solvente extrator na fase 

aquosa. Entretanto, não houve melhora significativa na eficiência de extração 

(Figura 30A). Este resultado corrobora com os obtidos por Alshana et al., (2013) e 

de Albuquerque, de Gaitani e de Oliveira (2015). 

O uso do ultrassom também favoreceu a dispersão do solvente extrator na 

fase aquosa, porém não demonstrou melhora na eficiência da extração da LTG 

(Figura 30B). Os mesmos resultados foram obtidos por de Albuquerque, de Gaitani e 

de Oliveira (2015) no qual a DLLME assistida por ultrassom também não 

proporcionou melhoras nos valores de recuperação no processo de extração. 

Portanto, somente o ponto nuvem foi necessário para garantir o equilíbrio 

entre as fases.  

 

Figura 29 - Efeito do volume do solvente extrator na extração da LTG por DLLME. Solvente 
para precipitação: 1 mL de acetonitrila. Fase aquosa: 4 mL de solução fosfato de sódio 50 
mmol L-1 pH 9,0. Solvente extrator: clorofórmio 
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4.4.6 Efeito salting out na amostra 

 

Na DLLME, esse efeito foi avaliado pela adição de cloreto de sódio na fase 

aquosa (composta por 1,3 mL do sobrenadante proveniente da precipitação proteica 

com acetonitrila e 4 mL da solução fosfato de sódio 50 mmol L-1 pH 9,0) nas 

concentrações de 0, 1, 3 e 5 % (massa/volume). Após a adição do sal, não foram 

observadas melhoras significativas na eficiência de extração da LTG (Figura 31). 

Portanto, a extração da LTG por DLLME foi feita sem adição de sal.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B) A) 

Figura 30 - Avaliação da DLLME assistida por vortex (30A) e ultrassom (30B) na extração 
da LTG em diferentes tempos. Solvente para precipitação: 1 mL de acetonitrila. Fase 
aquosa: 4 mL de solução fosfato de sódio 50 mmol L-1 pH 9,0. Solvente extrator: 120 µL de 
clorofórmio 

Figura 31 - Influência da adição de sal na extração da LTG por DLLME. Solvente para 
precipitação: 1 mL de acetonitrila. Fase aquosa: 4 mL de solução fosfato de sódio 50 mmol 
L-1 pH 9,0. Solvente extrator: 120 µL de clorofórmio 
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4.4.7 Condições estabelecidas para extração da LTG por DLLME 

 

 Após todos os parâmetros serem avaliados, as condições selecionadas para 

a extração da LTG em amostras de plasma por DLLME foram: 500 µL de plasma 

adicionados de 1 mL de acetonitrila para precipitação de proteínas, a amostra foi 

agitada por 2 minutos a 1500 rpm em um agitador vibrax e, em seguida, centrifugada 

a 4°C, por 15 minutos, a 2300 x g. Após a precipitação das proteínas, 1,3 mL do 

sobrenadante foram recuperados e adicionados 4 mL de solução fosfato de sódio 50 

mmol L-1 pH 9,0. Em seguida foram injetados bruscamente 120 µL de clorofórmio e a 

amostra foi novamente centrifugada a 4°C, por 15 minutos, a 2300 x g. Em seguida, 

160 µL de fase sedimentada foram recuperados, evaporados sob fluxo de ar 

comprimido e ressuspendidos em 100 µL da solução água:metanol (1:1, v/v). 

Nessas condições foi possível obter porcentagem de recuperação de 23 % da LTG.  

O eletroferograma de uma amostra de plasma fortificado com LTG e extraída 

por DLLME nas condições selecionadas é mostrado na Figura 32A.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.5 Validação do método analítico 

 

4.5.1 Linearidade e LIQ 

 

 A linearidade foi avaliada em triplicata fortificando-se alíquotas de 500 µL de 

plasma, as quais foram submetidas ao procedimento de extração descrito na Figura 

7 As concentrações plasmáticas empregadas foram de 1; 2; 4; 8; 10; 15 e 20 µg mL-

A 

B 

1 
2 

Figura 32 - Eletroferogramas referentes à análise de (A) amostra fortificada com LTG e 
extraída por DLLME nas condições otimizadas. 1) PI e 2) LTG 10 µg mL-1 ; (B) amostra de 
plasma branco extraído por DLLME 
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1. As concentrações do LIQ (1 µg mL-1), CQB (2 µg mL-1), CQM (10 µg mL-1) e CQA 

(15 µg mL-1) foram as mesmas utilizadas no procedimento da HF-LPME. A lidocaína 

também foi utilizada como PI na concentração plasmática de 5 µg mL-1. 

A análise estatística dos dados foi realizada similarmente ao item 4.3.1. A 

correlação entre concentração e a razão entre a área da LTG e do PI foi feita por 

regressão linear, pelo método dos mínimos quadrados para se obter a equação da 

reta e o coeficente de correlação (r). A análise estatística dos dados foi avaliada pela 

análise de variância ANOVA lack of fit, com os cálculos dos valores de F e p para a 

LTG, para um nível de confiança de 95%.  

Os dados da Tabela 8 mostram que o modelo linear de regressão está bem 

ajustado. 

 

Tabela 8 - Linearidade do método para análise da LTG por DLLME 

Faixa linear  

(µg mL-1) 
Equação linear r 

ANOVA Lack of fit 

F p 

1,0 – 20,0 y = 0,0799x + 0,0078   0,9958 0,71 0,624 

r = coeficiente de correlação, FTabelado = 2,445 

 

4.5.2 Precisão e exatidão 

 

A precisão e exatidão foram realizadas em quintuplicata pela fortificação de 

500 µL de plasma nas concentrações plasmáticas do LIQ, CQB, CQM e CQA da 

LTG e 5 µg mL-1 do PI. As amostras foram extraídas de acordo com o procedimento 

descrito na Figura 7 e o CV% e o EPR% foram calculados. A precisão e exatidão 

intracorridas (n=5) foram determinadas em um mesmo dia, e a precisão e exatidão 

intercorridas foram determinadas em 3 dias consecutivos e os resultados estão 

resumidos na Tabela 9. Todos os valores estão abaixo dos preconizados pelos guias 

da Anvisa e EMA (abaixo de 20% para o LIQ e abaixo de 15% para o CQB, CQM e 

CQA). 
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Tabela 9 - LIQ, precisão e exatidão intracorridas e intercorridasa (n=5) do método para 
análise da LTG por DLLME 

 
Concentração 

nominal 
µg mL-1) 

Concentração 
obtida 

µg mL-1) 

Precisão 
CV (%) 

Exatidão 
EPR% (%) 

LIQ 1,0 0,9 18,3 -10,0 

Intradia 

1,0 

2,0 

10,0 

15,0 

1,1 

2,1 

10,1 

15,1 

9,9 

4,4 

3,9 

1,7 

10,0 

5,0 

1,0 

0,7 

Interdiaa 

1,0 

2,0 

10,0 

15,0 

0,9 

1,9 

9,6 

14,6 

11,1 

8,1 

9,6 

3,2 

-10,0 

-5,0 

-4,0 

-2,7 

a, em três dias consecutivos 

 

4.5.3 Seletividade 

 

 A seletividade foi avaliada pela análise de 6 amostras de fontes diferentes de 

plasma branco, sendo 4 amostras normais, 1 lipêmica e 1 hemolisada. Além disso, 

também foram avaliadas amostras contendo outros fármacos possivelmente 

coadministrados aos pacientes. Para isso foi realizada a análise eletroforética 

desses fármacos nas condições estabelecidas para análise da LTG. Nenhum dos 

fármacos testados apresentou tempo de migração igual ou próximo ao da LTG ou 

PI.  

O método foi seletivo e não apresentou nenhum sinal interferente no tempo 

de migração da LTG ou do PI. A Figura 32B representa uma amostra de plasma 

branco extraído pela DLLME. 

 

4.5.4 Efeito residual 

 

O efeito residual foi avaliado pela análise de uma amostra de plasma branco, 

seguida pela análise de uma amostra de plasma branco fortificado na concentração 

do LSQ, e de duas amostras de plasma branco novamente. Todas as amostras 
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foram submetidas ao procedimento de extração pela DLLME e não foi observado 

efeito residual.  

 

4.5.5 Estabilidade 

 

Uma vez que os testes de estabilidade da LTG foram os mesmos realizados 

para a HF-LPME, estes não foram realizados na DLLME.  

 

4.5.6 Determinação da LTG em amostras de plasma de pacientes epilépticos 

 

 Para demostrar a aplicação do método, amostras de plasma de pacientes em 

tratamento com a LTG que foram analisados pelo método da HF-LPME foram 

também analisadas pelo método da DLLME. Entretanto, nem todas as amostras 

puderam ser analisadas devido ao reduzido volume de plasma disponível, assim, 

somente 8 amostras puderam ser processadas e analisadas. A Figura 33 apresenta 

o eletroferograma de uma amostra de plasma de paciente após o processo de 

extração por DLLME. Em relação à análise quantitativa, todas as amostras foram 

positivas para o fármaco em questão e puderam ser analisadas pelo método 

proposto (Figura 34 e Tabela 10).  

 

 

 

 

 

 

  

 
 
 

 

 

1 

2 

Figura 33 - Eletroferograma de uma amostra de plasma de paciente sob tratamento com a 
LTG após o processo de extração pela DLLME. 1) PI e 2) LTG 4,7 µg mL-1 
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4.6 Análise estatística dos pacientes nos métodos da HF-LPME e DLLME 

 

 A análise estatística dos dados foi realizada pelo teste de wilcoxon 

comparando-se as concentrações obtidas pelo método da HF-LPME e pelo método 

da DLLME (dos pacientes 02, 04, 06, 07, 09, 10 11 e 12 que puderam ser analisadas 

por ambas técnicas). O valor de p foi de 0,1995. Através da análise estatística é 

possível concluir que não houve diferença na quantificação da LTG quando os dois 

métodos foram comparados. 

 

Tabela 10 – Comparação da quantificação da LTG pela HF-LPME e DLLME 

Quantificação 
da LTG nos 
Pacientes 

HF-LPME 
(µg mL-1) 

DLLME   
(µg mL-1) 

01 3,0 X 
02 4,9 4,7 
03 10,2 X 
04 2,5 3,0 
05 4,5 X 
06 2,0 2,0 
07 2,6 2,6 
08 3,9 X 
09 2,3 2,0 
10 3,0 2,7 
11 2,5 2,1 
12 4,6 4,2 

Figura 34 - Concentrações plasmáticas da LTG em paciente epilépticos. F= sexo 
feminino, M= sexo masculino 
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4.7 Comparação entre HF-LPME e DLLME 

 

A utilização da HF-LPME em associação com a CE mostrou ser uma ótima 

combinação que conferiu simplicidade, detectabilidade, seletividade, exatidão, 

precisão, recuperação de 54,3 % e baixo custo de operação. O método apresentou 

faixa de concentração plasmática que, de acordo com a literatura e com os 

resultados das amostras analisadas dos pacientes, abrange a faixa terapêutica da 

LTG encontrada nos pacientes. Ademais, apesar do plasma ser uma amostra 

biológica complexa, não foi necessário o pré-tratamento dessas amostras, pois o 

diâmetro dos poros da fibra impede a passagem de macromoléculas como as 

proteínas plasmáticas. Outra facilidade da técnica foi de não haver a necessidade de 

centrifugação ou evaporação da amostra, pois a fase aceptora está protegida de 

material particulado dentro da fibra e pode ser analisada diretamente no 

equipamento de CE, o que favorece a automação da técnica. Além disso, a união da 

técnica de CE com a HF-LPME apresenta baixo consumo de solvente orgânico, o 

que a torna bastante atrativa devido à redução na produção de resíduos químicos e 

seu descarte, e diminuição do contato do analista com solventes tóxicos. Por outro 

lado, a desvantagem desta técnica foi o longo tempo de agitação (30 minutos). 

Entretanto, isso foi minimizado porque grande parte das amostras pode ser extraída 

ao mesmo tempo com o uso do agitador vibrax (36 amostras), além de essa 

desvantagem ser ínfima frente às vantagens citadas acima, pois outros passos que 

demandam mais tempo, como centrifugação e evaporação da amostras, não 

precisaram ser realizados. 

Na associação da DLLME com a CE, o método desenvolvido apresentou 

detectabilidade adequada, apesar da recuperação do analito ser de 23 %, muito 

inferior em comparação com a HF-LPME, mas do mesmo modo possibilitou a 

quantificação da LTG dentro da faixa de concentração plasmática encontrada nos 

pacientes. Além disso, o método desenvolvido foi rápido, o procedimento de baixo 

custo e não necessitou de materiais específicos para sua realização. Apesar desta 

técnica ter sido desenvolvida para amostras de água, esta se mostrou versátil, pois 

foi possível sua aplicação em uma matriz mais complexa como o plasma. Entretanto, 

suas principais desvantagens foram a utilização de solvente clorado (clorofórmio), o 

qual é muito tóxico, a necessidade de pré-tratamento da amostra para remoção das 
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proteínas e a etapa de centrifugação, que dificulta a automação da técnica e torna o 

procedimento mais longo. 

Assim, a HF-LPME se mostrou uma técnica mais sensível com maior valor de 

recuperação da LTG, não necessitou de pré-tratamento da amostra, é uma técnica 

mais rápida de ser realizada, com possibilidade de automação e houve um reduzido 

consumo de solvente orgânico. Devido a essas vantagens, a HF-LPME se mostrou 

uma técnica mais promissora para análise de rotina em matrizes complexas. 
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“Lord, we ain't what we oughta be.  

We ain't what we want to be.  

We ain't what we gonna be.  

But, thank God, we ain't what we was.”  

(Martin Luther King, Jr.) 

Conclusão 
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5. CONCLUSÃO 

 

Este trabalho descreveu pela primeira vez o desenvolvimento e validação de 

duas técnicas de microextração em fase líquida, HF-LPME e DLLME, para a 

determinação da LTG em plasma de pacientes epilépticos por CE. 

Primeiramente, as condições eletroforéticas foram otimizadas e então 

empregadas em todas as amostras subsequentes do estudo. A CE mostrou-se 

eficiente na análise da LTG juntamente com o PI, com tempo de migração da LTG 

por volta de 6 minutos. As técnicas de microextração em fase líquida, HF-LPME e 

DLLME, foram desenvolvidas e avaliadas de acordo com o melhor desempenho de 

recuperação da LTG. Após as condições ótimas de extração serem estabelecidas, 

os métodos foram validados de acordo com os guias da Anvisa e EMA, e os 

parâmetros de desempenho analítico apresentaram resultados satisfatórios. A etapa 

prática final consistiu na aplicação dos dois métodos em amostras de plasma de 

pacientes epiléticos em tratamento com LTG e atendidos pelo SAT-FCFRP/USP. 

Todas as amostras foram positivas e estavam dentro da faixa de concentração 

plasmática abrangida por esse estudo, o que faz com que ambos os métodos 

possam ser empregados na rotina. 

Por fim, foi realizada uma comparação entre as duas técnicas de 

microextração. Em relação à HF-LPME, essa se mostrou mais vantajosa devido a 

baixa quantidade de solvente orgânico utilizado (por volta de 30 µL por amostra), 

facilidade e menor tempo de preparo, e maior valor de recuperação da LTG. Em 

relação à DLLME, essa se mostrou uma extração mais laboriosa com a necessidade 

de etapas de pré-tratamento, centrifugação e evaporação das amostras, além do 

uso de solventes orgânicos clorados. Portanto, a HF-LPME é uma técnica 

promissora para análise de rotina em matrizes complexas, com reduzido consumo 

de solvente orgânico, além da possibilidade de automação. 
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ANEXO A – Aprovação pelo Comitê de Ética e Pesquisa da Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas de Ribeirão Preto – USP 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


