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RESUMO 

 

 

MOREIRA, B. J. Avaliação da microextração líquido-líquido dispersiva para análise de 
oxibutinina e de N-desetiloxibutinina em urina por eletroforese capilar. 2012. 79 f. 
Dissertação (Mestrado). Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto – 
Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2012. 
 
A microextração líquido-líquido dispersiva (DLLME) é uma técnica de preparo de amostra 
baseada no equilíbrio de distribuição do analito entre a fase doadora (amostra) e a fase 
aceptora (solvente orgânico) em um sistema ternário de solventes. Foi desenvolvida em 2006 
por Rezaee e colaboradores para a determinação de hidrocarbonetos policíclicos aromáticos 
em amostras de água e por ser uma técnica muito recente, ainda é pouca explorada para o 
preparo de amostras biológicas. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a DLLME 
como técnica para a extração da oxibutinina (OXY), fármaco usado para o tratamento da 
incontinência urinária, e da N-desetiloxibutinina (DEO), seu principal metabólito ativo, em 
amostras de urina. A análise da OXY e DEO foi realizada por eletroforese capilar (CE), 
utilizando um capilar de sílica fundida de 50 µm de diâmetro interno, com comprimento 
efetivo de 36,5 cm, trietilamina 50 mmol/L, pH 3 como solução de eletrólito, tensão de 30 
kV, temperatura de 30°C e detecção em 204 nm. Nestas condições o tempo de migração da 
DEO foi de 7,12 min e da OXY foi de 7,42 min, com resolução de 3,1. O procedimento 
utilizado para preparo da amostra foi baseado na DLLME, utilizando 5 mL de urina, na qual 
foi adicionado 2,5% de NaCl e cujo pH foi ajustado para 11. O solvente para a extração 
consistiu de uma mistura de 140 µL de tetracloreto de carbono (solvente extrator) e 260 µL de 
acetonitrila (solvente dispersor), que permaneceram em contato com a amostra por dois 
minutos. A avaliação das características de desempenho analítico apresentou faixa linear de 
90-300 ng/mL para a OXY e 187,5-750 ng/mL para a DEO. A recuperação absoluta foi de 
71,4 e 60,9% e o limite de quantificação foi de 90 e 187,5 ng/mL para a OXY e DEO, 
respectivamente. Os estudos de precisão e exatidão apresentaram coeficientes de variação e 
erros relativos inferiores a 15% e as amostras foram estáveis nos estudos de estabilidade. 
Portanto, foi possível desenvolver um método rápido, fácil e confiável para analisar e 
quantificar a OXY e a DEO em amostras de urina por CE, usando a DLLME como técnica de 
preparo de amostra. 
 
Palavras-chave: eletroforese capilar, microextração líquido-líquido dispersiva, oxibutinina, N-
desetiloxibutinina, urina. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Eletroforese capilar 
Técnicas que empregam a eletromigração em capilares têm se tornados populares na 

área da química analítica, especialmente no campo da bioanálise (SILVA, et al., 2007). Entre 

elas podem ser citadas: a cromatografia eletrocinética micelar (MEKC – “micellar 

electrokinetic chromatography”), a isotacoforese capilar (CITP – “capillary 

isotachophoresis”), a eletrocromatografia capilar (CEC - “capillary electrochromatography”), 

a eletroforese capilar em gel (CGE - “capillary gel electrophoresis”), a focalização isoelétrica 

capilar (CIEF - “capillary isoelectric focusing”) e a eletroforese capilar (CE – “capillary 

electrophoresis”) (NATISHAN, 2005; SILVA, et al., 2007).  

Devido à sua versatilidade analítica estas técnicas são aplicadas com sucesso para a 

separação de pequenos íons, moléculas neutras, biomoléculas, compostos quirais e estudos de 

parâmetros físico-químicos (ASSUNÇÃO et al., 2008;  ISSAQ, 2000; SILVA, et al., 2007). 

Também são empregadas como técnicas alternativas e complementares a cromatografia 

líquida de alta eficiência (HPLC – “high performance liquid chromatography”) em análises de 

rotina (MAYER, 2001; NATISHAN, 2005). 

As técnicas de eletromigração apresentam alta resolução e eficiência de separação, 

parâmetros importantes para técnicas de separação, principalmente para a análise de fármacos 

em amostras biológicas (BONATO; JABOR; de OLIVEIRA, 2010). Além disso, possuem 

outras vantagens como baixo custo operacional, uso de pequenas quantidades de amostra, 

rapidez das análises, assim como produção de quantidades mínimas de resíduos, geralmente 

aquosos (BONATO; JABOR; de OLIVEIRA, 2010; ISSAQ, 2000; JAGER; TAVARES, 

2001; SKOOG et al., 2008). Estas técnicas podem ser combinadas a vários sistemas de 

detecção (ANASTOS; BARNETT; LEWIS, 2005; BOONE et al., 1999; WEINBERGER, 

2000) como os fotodetectores  (baseados na absorção na região do ultravioleta/visível ou  na 

fluorescência), os espectrômetros de massas e os detectores amperométricos (SKOOG et al., 

2008; TAVARES, 1996). As desvantagens destas técnicas são: menor robustez quando 

comparadas ao HPLC e baixa detectabilidade se a detecção for feita por ultravioleta em 

decorrência do pequeno caminho óptico fornecido pelo capilar e da pequena quantidade de 

amostra que pode ser injetada (BONATO; JABOR; de OLIVEIRA, 2010; BOONE et al., 

1999; NATISHAN, 2005; QUIRINO; TERABE, 2000). 
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soluções cujas concentrações variam de 5-200 mmol/L e com intervalo de pH de 2 a 11 

(TAVARES, 1997). 

Para cada análise, o tubo capilar é preenchido com uma solução de BGE conveniente, 

geralmente uma solução tampão aquosa. A solução da amostra é injetada pela extremidade 

frontal do capilar, usualmente o ânodo, por substituição de um dos reservatórios da solução de 

BGE por outro que contém a amostra (BONATO; JABOR; de GAITANI, 2005). O volume 

injetado é da ordem de nanolitros (ASSUNÇÃO et al., 2008; BONATO; JABOR; de 

GAITANI, 2005; FEKETE; SCHMITT-KOPPLIN, 2007; SKOOG et al., 2008).  

A injeção da amostra pode ser feita de três formas: injeção hidrodinâmica, por 

sifonagem e eletrocinética. A injeção hidrodinâmica é realizada aplicando-se pressão no 

reservatório contendo a amostra ou pela aplicação de vácuo no reservatório contendo solução 

de BGE na outra extremidade do capilar. A injeção por sifonagem é feita por deslocamento de 

líquido devido a diferença de altura dos reservatórios de amostra e de BGE e a injeção 

eletrocinética é realizada pela aplicação de um potencial, geralmente entre 5 e 15 kV, por 

alguns segundos. O último tipo de injeção apresentado é discriminatório, já que a amostra 

injetada dependerá da relação carga/massa dos solutos presentes, e é menos preciso e robusto 

de que a injeção hidrodinâmica, na qual ocorre uma simples transferência de volume 

(MAYER, 2001; TAVARES, 1996). Para amostras biológicas como plasma e urina que 

variam em composição e condutividade, o modo de injeção hidrodinâmico é o mais indicado 

(BONATO; JABOR; de OLIVEIRA, 2010; MAYER, 2001). 

Após a introdução da amostra, as extremidades do capilar e os eletrodos conectados a 

fonte de alta tensão são imersos novamente nos dois reservatórios contendo solução de BGEs 

para completar o contato elétrico (BONATO; JABOR; de GAITANI, 2005; TAVARES, 

1996). Um dos eletrodos é conectado a um cabo condutor da fonte enquanto o outro eletrodo é 

conectado a um fio terra, o que resulta na obtenção de um ânodo (+) e um cátodo (-), 

respectivamente (BONATO; JABOR; de GAITANI, 2005). 

A aplicação de potencial elétrico através do capilar permite, então, a ocorrência de 

movimentos eletroforéticos e eletrosmóticos. A detecção dos compostos separados é realizada 

na extremidade terminal do capilar (BONATO; JABOR; de GAITANI, 2005; TAVARES, 

1996).  
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fármaco administrado (KIM; HAN, 2003; REIZ; SALEM; DARKE, 2007; SHIBUKAWA et 

al., 2002a). 

A OXY e a DEO promovem o relaxamento dos ureteres e da musculatura lisa da 

bexiga, levando à redução da pressão intravesical e da frequência de contração da musculatura 

(COMAR; SUZUKI-KEMMELMEIER; BRACHT, 2003), porém, as atividades 

farmacológicas não são restritas ao trato urinário (bloqueio não seletivo dos receptores 

muscarínicos) levando a efeitos sistêmicos como constipação, sensação de boca seca, 

confusão, visão turva e taquicardia, que são os principais efeitos adversos que contribuem 

para a não adesão ao tratamento (ABRAMS; ANDERSSON, 2007; ANDERSSON; 

CHAPPLE, 2001; ARISCO; BRANTLY; KRAUS, 2009; GUAY, 2003; OKI; OKURA; 

YAMADA, 2005; SATHYAN et al., 2001; STÖHRER et al., 2007). Isso ocorre porque o 

subtipo M3 do receptor é expresso predominantemente nas glândulas parótidas e 

moderadamente na bexiga e próstata. Já o subtipo M2, por sua vez, predomina na bexiga, 

cólon e coração. A OXY tem maior afinidade pelos receptores M3 e a DEO também contribui 

para a ocupação de longa duração dos receptores muscarínicos da glândula salivar, pois tem 

maior afinidade por este tecido do que pela bexiga urinária, logo a dose administrada muitas 

vezes é ajustada pela presença do sintoma de boca seca, presente em cerca de 80% dos 

pacientes (ARISCO; BRANTLY; KRAUS, 2009; OKI; OKURA; YAMADA, 2005; 

SATHYAN et al., 2001; STÖHRER et al., 2007). 

Acredita-se também que a administração de doses mais altas  e consequente aumento 

das concentrações plasmáticas do metabólito (Tabela 1)  estejam relacionadas com uma 

menor tolerabilidade ao tratamento (GUAY, 2003), sendo os efeitos colaterais minimizados 

com a administração transdérmica (ANDERSSON; CHAPPLE, 2001; ERDEM; CHU, 2006; 

FONSECA et al., 2008; GUAY, 2003; MIZUSHIMA et al., 2007b) ou com formulações orais 

de liberação prolongada (OKI; OKURA; YAMADA, 2005). 

 

Tabela 1 - Concentrações plasmáticas obtidas no estado de equilíbrio antes de nova dose de 
administração oral de liberação imediata  

Dose diária administrada Concentração plasmática média (µg/mL) 
 OXY DEO 

≤ 10 mg 2,4 2,0 
11-15 mg 3,9 3,3 
≥ 20 mg 6,3 5,4 
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Em relação a suas propriedades físico-químicas, pode ser observado na Tabela 2 que 

são compostos hidrossolúveis quando estão em baixos valores de pH, por estarem carregados 

positivamente devido a presença de quatro regiões aceptoras de hidrogênio em suas estruturas. 

Quando há o aumento do pH, a lipofilicidade aumenta gradativamente, observada pelo alto 

valor de Ko/a em valor de pH 10. A degradação química da OXY ocorre por clivagem da 

ligação éster e segue cinética de primeira ordem e seu tempo de meia vida de degradação é de 

14 minutos calculado em valor de pH 12 (MIYAMOTO et al., 1994). Para condições aquosas 

ou de exposição à luz UV-visível e ao calor nenhuma degradação foi observada (PAI; 

DUBHASHI, 2010).  

 

Tabela 2 - Propriedades físico-químicas da OXY e da DEO 

Propriedades físico-químicas OXY DEO 

Massa molecular 357,49 329,43 

Regiões aceptoras de hidrogênio 4 4 

Regiões doadoras de hidrogênio 1 2 

Ko/a a 25ºC e pH 10 12900 4210 

Log P a 25ºC 5,049 ± 0,454 4,163 ± 0,482 

Solubilidade em água a 25ºC e pH 3 12 g/L 8,6 g/L 

pKa 11,95 ± 0,29 e 8,24 ± 0,25 11,94 ± 0,29 e 7,56 ± 0,10 

 

 

A análise de medicamentos em amostras biológicas fornece informações valiosas 

sobre biodisponibilidade, metabolismo, toxicologia, farmacocinética e farmacodinâmica 

(BOONE et al., 1999; REZAEE et al., 2010). Porém, para a análise da oxibutinina e de seu 

metabólito ativo em material biológico também são poucos os trabalhos descritos. Patrick et 

al (1989) e Oki, Okura e Yamada (2005) utilizaram cromatografia gasosa acoplada à 

espectrometria de massas (GC-MS - “gas chromatography-mass spectrometry”) para a análise 

de OXY em plasma humano e em plasma de ratos, respectivamente. Hughes et al (1992) 

utilizaram a cromatografia líquida para análise da OXY e DEO em plasma humano e 

Massoud et al (1999) utilizaram a mesma técnica para análise da OXY em amostras de 

bexiga. Alguns trabalhos também realizaram, por análise frontal de alta eficiência, a 

determinação da ligação da OXY e da DEO às proteínas plasmáticas (SHIBUKAWA et al., 

2002a; SHIBUKAWA et al., 2002b). Para o preparo das amostras vários dos métodos 

descritos na Tabela 3 utilizaram a extração líquido-líquido (LLE - “liquid liquid extraction”) 

para a extração da OXY e da DEO.  
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Tabela 3 - Métodos descritos na literatura para separação e quantificação da OXY e da DEO em 
matrizes biológicas 

Composto 
quantificado Amostra Técnica de 

extração 
Técnica de separação/         

Coluna e fase móvel utilizada LIQ Referência  

Enantiômeros 
OXY e DEO Plasma LPME 

HPLC - Coluna Chiralpak AD/ 
hexano: isopropanol: etanol (95:4:1 

v/v/v) + dietilamina 0,3% 

250 
ng/mL 

FONSECA et al., 
2008 

Enantiômeros 
OXY e DEO Plasma LLE 

LC -MS/MS- Coluna Chiralpak AD/ 
hexano: isopropanol: dietilamina 

(90:10:0,1 v/v/v) 
- 

KOLBAH; 
ZAVITSANOS, 

1997 

Enantiômeros 
OXY e DEO Plasma SPE 

LC-MS/MS - Coluna Atlantis dC18/ 
metanol:água (75:25 v/v) + 10 
mmol/L de acetato de amônio 

0,2 
ng/mL 

MIZUSHIMA   

et al., 2007a 

OXY Amostras 
de bexiga LLE 

HPLC- Coluna Ultrasphere ODS/ 
acetonitrila - água - acetato de amônio 

1mol/L (85:13:2, v/v/v) 
5 ng/mL MASSOUD et al., 

1999 

OXY e DEO Plasma LLE 
HPLC - Coluna Techsil 5 pm CN /   
tampão fosfato 0,02 mol/L pH 6,2: 

metanol  (60:40 v/v) 
- HUGHES et al., 

1992 

OXY e DEO Plasma LLE LC-MS/MS- Coluna C18 X Terra/ 
90% metanol 

0,1 
ng/mL KIM; HAN, 2003

OXY e DEO Plasma SPE LC- MS/MS- Coluna RP 18/ Sem 
informações de fase móvel 

0,5 
ng/mL 

KONTANI et al., 
2006 

OXY e DEO Plasma LLE CG-MS / Hélio - OKI; OKURA; 
YAMADA, 2005 

LIQ - limite inferior de quantificação 
LC-MS/MS - cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas (“liquid chromatography - mass 
spectrometry/ mass spectrometry”) 
LPME - microextração em fase líquida (LPME – “liquid phase microextraction”) 
SPME - microextração em fase sólida (SPME – “solid phase microextraction”) 
SPE - extração em fase sólida (SPE – “solid phase extraction”) 

 

 

Em relação à análise da OXY em formulações farmacêuticas, poucos trabalhos são 

descritos na literatura e fazem uso principalmente da cromatografia líquida (PAI; 

DUBHASHI, 2010, TANG et al., 2011) como apresentado na Tabela 4.  
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Tabela 4 - Métodos descritos na literatura para separação e quantificação da OXY e da DEO em 
formulações farmacêuticas 

Composto 
quantificado Técnica de separação Comprimento de 

onda Referência 

OXY e impurezas 
HPLC - Coluna Zorbax SB-Cyano/ tampão 
aquoso trietilamina 0,2%: acetonitrila (49:51 
v/v) pH 6,3 

205 nm PAI; DUBHASHI, 
2010 

OXY e impurezas CE/ MEECK - HP-β-CD 195 nm 
 

GIANNINI et al., 
2009 

Enantiômeros da 
OXY 

 
HLPC - Coluna Diamonsil C18/ acetonitrila: 
tampão fosfato 0,03 mol/L pH 4,0 (20:80 
v/v),+ 0,06 mol/L HP-β-CD 

223 nm TANG et al., 2011 

HP-β-CD - hidroxipropil-beta-ciclodextrina 
MEECK - cromatografia eletrocinética capilar em microemulsão 

 

 

1.5. Microextração líquido-líquido dispersiva (DLLME – “dispersive liquid-

liquid microextraction”)  
A preparação da amostra é uma etapa de extrema importância para a obtenção de 

resultados sensíveis e exatos (ZANG et al., 2009) e seu principal objetivo consiste em extrair 

e concentrar o analito de interesse enquanto o torna compatível com o sistema analítico a ser 

utilizado (REZAEE et al., 2006; REZAEE; YAMINI; FARAJI, 2010). 

Várias são as técnicas utilizadas para o procedimento de preparação da amostra, dentre 

elas destaca-se a LLE, que é uma das mais antigas técnicas de extração e é amplamente aceita. 

Sua desvantagem consiste no uso de altas quantidades de solvente orgânico e no tempo 

necessário para execução. Também são utilizadas a extração por fluido supercrítico (SFE -  

“supercritical fluid extraction”) e a SPE, que utilizam volumes bem menores de solvente, no 

entanto, são relativamente caras (CALDAS; COSTA; PRIMEL, 2010; REZAEE et al., 2006). 

Na última década, esforços foram realizados visando o desenvolvimento de técnicas de 

preparo de amostra eficientes, rápidas e econômicas (REZAEE; YAMINI; FARAJI, 2010). A 

miniaturização das técnicas já existentes alcançou esses objetivos (OJEDA; ROJAS, 2009; 

REZAEE; YAMINI; FARAJI, 2010; YAZDI; RAZAVI; YAZDINEJAD, 2008). Dentre as 

técnicas desenvolvidas destacam-se: a SPME primeiramente citada por Arthur e Pawliszyn, a 

LPME desenvolvida por Jeannot e Cantwell e a microextração em gota suspensa (SDME - 

“single drop microextraction”) (CALDAS; COSTA; PRIMEL, 2010; MORADI; YAMINI; 

BAHERI, 2011; REZAEE et al., 2006).  
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Tendo em vista a necessidade de técnicas mais eficazes para a análise ambiental, 

Rezaee et al. desenvolveram, em 2006, a DLLME e a utilizaram para a determinação de 

hidrocarbonetos policíclicos aromáticos em amostras de água.  

Esta técnica consiste no equilíbrio de distribuição do analito entre as fases doadora 

(amostra) e aceptora (solvente orgânico) e é ideal para a extração de compostos com 

propriedades lipofílicas moderadas a altas (Ko/a > 500) ou que possam ter seu coeficiente de 

distribuição (log D) alterado pelo controle do pH (analitos ácidos ou básicos) (ZANG et al., 

2009). 

A razão entre o volume de fase aceptora (solvente extrator) e de fase doadora (amostra 

aquosa) que é da ordem de microlitros e mililitros, respectivamente, é muito baixa se 

comparada a outras técnicas (OJEDA; ROJAS, 2009), o que permite altos valores de fator de 

enriquecimento (EF – “enrichment factor”) e o estado de equilíbrio é alcançado rapidamente 

devido à utilização de um sistema ternário de solventes (amostra aquosa, solvente dispersor e 

solvente extrator), tornando a extração independente do tempo (HUO et al., 2011; LIANG; 

SANG, 2008; REZAEI et al., 2008; ZANG et al., 2009). 

O solvente dispersor tem como principal característica ser solúvel tanto na fase 

doadora quanto na fase aceptora, o que 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 

amostra contendo o analito seja infinitamente grande e promova o aumento da eficiência de 

extração. Os solventes dispersores comumente utilizados são: metanol, etanol, acetonitrila, 

acetona e tetraidrofurano (HUO et al., 2011; LIANG; SANG, 2008; REZAEI et al., 2008; 

YAN et al., 2011; ZANG et al., 2009). 

O solvente extrator, por sua vez, deve satisfazer as seguintes condições: ter maior 

densidade que a água, não ser solúvel nesta e ser capaz de extrair o composto de interesse. Os 

mais utilizados como solventes extratores são os hidrocarbonetos halogenados como 

clorofórmio, diclorometano, clorobenzeno, tetracloreto de carbono e tetracloroetileno (HUO, 

2011; LIANG; SANG, 2008; LILI et al., 2010; REZAEI et al., 2008; ZANG et al., 2009). 

Outros solventes não halogenados também podem ser usados como 1-undecanol, 1-

dodecanol, 2-dodecanol e n-hexadecano (OJEDA; ROJAS, 2009). 

A Figura 7 mostra o sistema ternário de solventes, no qual o solvente extrator e o 

solvente dispersor são rapidamente injetados na amostra aquosa com uma seringa (A). A 

injeção da mistura forma uma solução turva (B). Após a centrifugação, as gotículas do 

solvente extrator se depositam no fundo do tubo de fundo cônico (C) e são retiradas com uma 
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5. CONCLUSÕES 

 
 Foi possível analisar a OXY e a DEO por eletroforese capilar, com tempo de 

migração de 7,42 e 7,12 , respectivamente e separação entre os picos com resolução de 3,1. 

 A técnica de DLLME utilizada para a extração da OXY e DEO em amostras de 

urina foi adequada e, de acordo com os parâmetros avaliados, a melhor condição para 

extração foi obtida com o uso de 140 µL de tetracloreto de carbono (solvente extrator) e 260 

µL de acetonitrila (solvente dispersor) e tempo de extração de 2 minutos. 

 As características de desempenho analítico avaliadas apresentaram resultados 

satisfatórios e de acordo com a legislação vigente.  

Portanto, foi possível desenvolver um método rápido, fácil e confiável para analisar e 

quantificar a OXY e a DEO em amostras de urina por eletroforese capilar usando a DLLME 

como técnica de preparo de amostra. 
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Folha Parágrafo/linha Onde se lê Leia-se 

ii Linha 1 The dispersive Dispersive 

ii Linha 10 with and 

ii Linha 12 time times 

ii Linha 15 were was 

9 Figura 5 

 

 

 

Tolterodina 

 

Tolterodina 

11 Tabela 1 µg/mL µg/L 

22 Item 3.1.2. Parágrafo 2 foram obtidos foi obtido 

23 Item 3.1.5. Parágrafo 2 a base base 

28 Item 3.2.4.6. Parágrafo 1 na fase para a fase 

32 Linha 1 processadas processada 

55 Tabela 12 Ftabelado = 3,00 Ftabelado = 4,28 

60 Linha 1 concentração do BGE pH do BGE 




