UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
CENTRO DE CIENCIAS EXATAS E DE TECNOLOGIA
DEPARTAMENTO DE QUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

Desenvolvimento de procedimentos de analise por inje¢gao em fluxo para a
determinacao de furosemida, paracetamol e acetilcisteina em formulacdes

farmacéuticas

HEBERTH JULIANO VIEIRA*

Tese apresentada como parte dos requisitos para
a obtengao do titulo de Doutor em Ciéncias (area
QUIMICA ANALITICA)

Orientador: Prof. Dr. Orlando Fatibello-Filho

* Bolsista CAPES

Sao Carlos — SP
2006



Ficha catalografica elaborada pelo DePT da
Biblioteca Comunitaria/UFSCar

Vieira, Heberth Juliano.

VV658dp Desenvolvimento de procedimentos de analise por injecao
em fluxo para a determinacao de furosemida, paracetamol e
acetilcisteina em formulacdes farmacéuticas / Heberth
Juliano Vieira. -- Sao Carlos : UFSCar, 2006.

129 p.

Tese (Doutorado) -- Universidade Federal de Sao Carlos,
2006.

1. Métodos oticos. 2. Analise por injecao de fluxo. 3.
Produtos farmacéuticos. 4. Espectrofotometria. 1. Titulo.

CDD: 543.085 (20%)




UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
Centro de Ciéncias Exatas e de Tecnologia
Departamento de Quimica
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA
Curso de Doutorado

Assinaturas dos membros da banca examinadora que avaliaram e
aprovaram a defesa de tese de doutorado do candidato Heberth Juliano

Y de agosto de 2006:

Vieira realizado em

0 Prof. Dr. Orlando Fatibello Filho




Dedico este trabalho a meus pais, Diomar e Natalina,
pelas oportunidades concedidas

e a meus irmaos, pelo apoio.



Dedico a minha amada Daniele Minholo,

pelo apoio durante a realizacao deste trabalho.



Agradecimentos

Ao Prof. Dr. Orlando Fatibello-Filho, pela orientacdo, incentivo e amizade durante
todo o desenvolvimento deste trabalho.

Aos professores do Departamento de Quimica.

Ao programa de Pés-Graduagdo em Quimica da Universidade Federal de Sao
Carlos pela oportunidade da realizacao deste trabalho.

Aos professores do Departamento de Quimica da Universidade Estadual de
Londrina-UEL.

As secretarias da PPG-Q pela atencdo nesses anos todos.

Aos amigos do LABBES: Ana Elisa, Mirella, Cyber, Bruno, Bruna, Fernanda,
Dani, Mbnica, Alexandro, Geiser Gabriel, Luiz, Willian Suarez, Karina, Viviane,
Roberta e Heloisy.

Aos amigos que conviveram comigo durante todos esses anos, André Oliveira,
Lucas Megale, Lucas Decina, Claudio Dias, Willy, Paulo, James, Willian, Marcio
e Nelson.

Ao Oldair pelas discussdes e amigavel convivéncia.

Aos amigos dos outros grupos de pesquisa, pela agradavel convivéncia.

A CAPES pela concesséo da bolsa de doutorado e pelo estagio na Universidade

Autébnoma de Barcelona (UAB).



Vil

LISTA DE TABELAS

TABELA 1.1 Métodos espectrofotométricos de analise ............cccooeviiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinns 3
TABELA 1.2 Reagbes quimicas envolvendo a geracdo de radicais hidroxila
empregando perdxido e radiagao ultravioleta®. ............ccooeioioeieeieeeeeee, 11

TABELA 1.3 Figuras de méritos de sistemas em fluxo com detecgéo
espectrofotométrica para a determinacdo de paracetamol empregando

(0] 0] (01ST=T g 1STo ] (=S T PSPPSRI 21
TABELA 1.4 Figuras de méritos de sistemas em fluxo para determinacédo de

paracetamol em formulagdes farmacéuticas............ccccceeeeeiiiiiiiiii e, 25
TABELA 1.5 Reagentes utilizados na determinagéo de paracetamol apds a reacéo

de hidrolise do fArMACO.........ccooiiiiiie e 27
TABELA 1.6 Figuras de méritos de sistemas de analise por injecdo em fluxo para

a determinagao de paracetamol empregando reacéo de hidrdlise ..................... 28
TABELA 1.7 Figuras de mérito de procedimentos analiticos para a determinac&o

de acCetilCiSIEING .......eee e 34
TABELA 1.8 Figura de mérito de sistema em fluxo para a determinagdao de

acetilcisteina em formulacdes farmacéuticas..............ccooovviiiiiiiiiii e 34
TABELA 4.1 Estudo do efeito da concentragdo de H;O, na degradacgéo

fotoassistida do residuo gerado do sistema em fluxo (pH 3,0) ........ccoovrrriiinnnnnns 64
TABELA 4.2 Estudo da otimizacdo dos parametros do sistema em fluxo para a

determinacao de furosemida............ooooviiiiiiiiiiiiii e 66
TABELA 4.3 Estudo da seletividade na determinagdo de furosemida empregando

o sistema de analise por injecdo em fluxo Proposto ............ooeviiiiiiiiiiiiiiiiiiieenen. 68
TABELA 4.4 Estudo da recuperacao de furosemida em formulagdes farmacéuticas

(o70] 0 1 T=T o7 = TP 69
TABELA 4.5 Determinacdo de furosemida em amostras farmacéuticas pelo

método proposto e pelo MEtodo oficial™ ..........oooeee oo 71
TABELA 4.6 Parametros estudados na otimizacdo do sistema em fluxo com

deteccao espectrofotométrica para a determinacao de paracetamoil.................. 79

TABELA 4.7 Estudo da seletividade na determinagc&o de paracetamol empregando
o sistema de analise por injecdo em fluxo com hipoclorito e o-tolidina como

(ST (=T o1 (=P 80
TABELA 4.8 Estudo da recuperagédo de paracetamol empregando o sistema de
analise por injeGao em flUXO.........oooiiiiiiiiiie e 81

TABELA 4.9 Determinacao de paracetamol empregando o sistema de analise por
injecdo em fluxo proposto e o método comparativo da Farmacopéia
AMECANAYE ...ttt 82

TABELA 4.10 Parametros avaliados na otimizagdo do sistema em fluxo com
injecao de reagente para a determinagdo de paracetamol em formulagdes

fArMACEULICAS........cco i 88
TABELA 4.11 Avaliacdo das substancias interferentes na determinacdo de

PArACEIAMION ... ... 91
TABELA 4.12 Estudo da recuperagcdo de paracetamol em formulacdes

fArMACULICAS. .. ... 92



viii

TABELA 4.14 Determinacdo de paracetamol usando o sistema de analise por

INJEGAO €M FIUXO MBVEISO ...cceiiiiiieiiie e 95
TABELA 4.15 Consumo de reagentes na determinacdo de paracetamol em

diferentes procedimentos analiticos em fluXo ... 96
TABELA 4.16 Parametros analiticos dos sistema em fluxo proposto e descritos na

1LY = 0 = PP 97

TABELA 4.17 Paradmetros avaliados na otimizacdo do sistema em fluxo para a
determinacgao de acetilcisteina empregando Ce(IV)/ferroina como reagentes . 102
TABELA 4.18 Influéncia das substancias excipientes na determinacdo de
ACELICISIEING ... 104
TABELA 4.19 Estudo da recuperacao de acetilcisteina em produtos farmacéuticos 105
TABELA 4.20 Equacgdes das curvas analiticas obtidas em diferentes dias de
TrADAINOS ... e 105
TABELA 4.21 Determinagdo de acetilcisteina em formulagbes farmacéuticas
empregando o sistema em fluxo proposto e o método comparativo da

Farmacopéia Brasileira’™® ..o 107
TABELA 4.22 Paradmetros avaliados na otimizacdo do sistema em fluxo para a

determinacgao de acetilcisteina empregando a geragédo de bromo.................... 112
TABELA 4.23 Estudo da seletividade na determinacéo de acetilcisteina................. 113
TABELA 4.24 Estudo da recuperacgao de acetilcisteina...........cccoceeeeeeiiiiiiiieeceeeeennn, 114
TABELA 4.25 Equacbes das curvas analiticas obtidas em diferentes dias .............. 115

TABELA 4.26 Determinacdo de acetilcisteina em produtos farmacéuticos
empregando o procedimento em fluxo proposto e o procedimento da
Farmacopéia Brasileira’™ ... 116



X

LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1.1 Esquema das unidades constituintes do sistema em fluxo. R: reagente; C:
carregador; I: Injetor; S: solugéo de referéncia ou amostra; B: Bobina reacional; D: detector
LA Ao [T o= o -SSP 6
FIGURA 1.2 Reagbes envolvidas na degradacdo da furosemida em solugdo aquosa®®. (1)
Furosemida; (II) Saluamina; (1) espécie furfuril; MeOH: metanol e Uv: radiagéo ultravioleta.

................................................................................................................................................. 12
FIGURA 1.3 Mecanismo reacional mostrando a citotoxicidade do paracetamol quando ingerida
em grandes QUANTAAAES . ...ttt 18

FIGURA 3.1 Sistema de analise por inje¢ao em fluxo usado para a determinagéo de furosemida
em formulagdes farmacéuticas. C: solugdo transportadora (NaOH 1,5x102 mol L"; 2,0 mL
min™); C: solugdo de hipoclorito de sédio 1,2x10™ mol L' em NaOH 1,5x10% mol L™ (1,4 mL
min™), C,:solucdo de o-tolidina 9x10° mol L' em HCI 1,9x10™ mol L™ (0,7 mL min™); Cs:
solugdo de peréxido de hidrogénio 0,22 mol L™ (0,9 mL min™); L: alga de amostragem (375
ul); Bs; B, e Bs: bobinas reacionais (40, 60 e 310 cm, respectivamente); D:
espectrofotdmetro (430 nm); E: residuo aspirado a 1,2 mL min™; Cr: camara de radiacéo
contendo a lampada que emite radiagao ultravioleta (380 nm); S: solugdo de referéncia ou
amostra e W: descarte. As setas indicam o sentido do fluxo das solugdes. A bomba
peristaltica ndo esta indicada na Figura. ... 42

FIGURA 3.2 Configuragdo do sistema em fluxo para estudo da fotodegradagao do residuo
gerado na determinagdo de furosemida. C: solugdo de NaOH 1,5x10 mol L™'; C4: solugéo
de hipoclorito de sédio 1,2x10* mol L™; C,: solucdo de o-tolidina 9x10° mol L™; C3: solugdo
de H,0, 0,22 mol L™ (0,9 mL min'1); B+: bobina reacional de 40 cm; B,: bobina reacional de
60 cm; CR: camara de radiagdo contendo a bobina reacional de 310 cm e a lampada (A =
380 nm); BP: bomba peristaltica; X, Y e Z: confluéncias; E: frasco contendo residuo; e W;
Lo =TT o= o (= T PP 43

FIGURA 3.3 Sistema de analise por injegdo em fluxo para a determinagéo de paracetamol em
formulagcbes farmacéuticas empregando hipoclorito e o-tolidina como reagente. C: agua
desionizada (2,2 mL min™); C: solugdo de hipoclorito de sédio 9,4x10° mol L™ em solugéo
tampao borato 0,05 mol L™ (0,9 mL min™); C,: solugéo de o-tolidina 9,8x10° mol L™ (1,6 mL
min”); Cs: solugdo de perdxido de hidrogénio 0,22 mol L™ (0,9 mL min™); I: injetor-
comutador; L: (400 pL); B, e B,: bobinas reacionais (75 e 310 cm, respectivamente); D:
espectrofotdmetro (430 nm); E: residuo aspirado a 1,2 mL min™; CR: camara de radiagao
contendo lampada que emite radiagao ultravioleta (380 nm) e W: descarte. As setas indicam
o sentido do fluxo das solugdes. A bomba peristaltica ndo esta indicada na Figura. ........... 47

FIGURA 3.4 Sistema de analise por injegdo em fluxo reverso para a determinagéo
espectrofotométrica de paracetamol empregando nitrito de sédio como reagente. S: Solugao
de amostra ou solugdo de referéncia de paracetamol em HCI 2,4x102 mol L™ (2,2 mL min™);
BP: bomba peristaltica; L: alga de amostragem (50 uL); R: solugdo de nitrito de sddio
8,2x102 mol L™; B: bobina reacional (150 cm); D: espectrofotdémetro (A = 400 nm);
LA Ao L= Tor= o (= TSP 50

FIGURA 3.5 Sistema de analise por injegdo em fluxo com detecgdo espectrofotométrica
empregado para a determinagado de acetilcisteina em produtos farmacéuticos. C: solugao
transportadora (H,O, 1,5 mL min™); C;: solugdo de Ce(SO,), 6,5x10*mol L' em H,SO,
4,3x10 mol L™ (0,9 mL min™"); C,: solucéo de ferroina 2,5x10* mol L™ (0,7 mL min™); L: alca
de amostragem 350 uL; B4: bobina reacional (65 cm); B,: bobina reacional (65 cm); D:
espectrofotdmetro (500 nm); BP: bomba peristaltica; S: solugédo de referéncia ou amostra; I:
injetor-comutador 2-3-2 € W: deSCarte. ... 53



FIGURA 3.6. Diagrama esquematico do sistema de analise por injegdo em fluxo para a
determinagao de acetilcisteina. BP: bomba peristaltica; C: agua desionizada; C4: solugao de
brometo de potassio 2,2x10™" mol L"; C,: solugdo de HCI 2,4x10™" mol L™”; Cs: solucdo de
bromato de sédio 1,25x102 mol L™; C4 solugdo de &cido ascorbico 5,0% mi/v; I: injetor
comutador; L: volume de amostragem (250 uL); S: solugédo de referéncia ou de amostra; By,
B, e Bs: bobinas reacionais de 140, 60 e 60 cm, respectivamente; D: espectrofotdmetro e W:

(=] (o [1 o TSP 56
FIGURA 4.1 Espectro de absorgao da o-tolidina e do cromoéforo (o-tolidina oxidada)................ 58
FIGURA 4.2 Reagao quimica envolvida na determinagéo de hipoclorito empregando o-tolidina

LoTo] Lo TN Y= To [T o1 - PSP 59

FIGURA 4.3 Efeito do comprimento da bobina reacional na determinagdo de solugdo de
referéncia de furosemida 2,0x10° mol L™ (n=3). Absorbancia (--o--) e precisao (--e--)....... 61
FIGURA 4.4 Efeito do volume da alga de amostragem na determinagcdo de solugdo de

referéncia de furosemida 2,0x10™° mol L™'(n=3). Absorbancia (--0--) e precisdo (---e--)........ 62
FIGURA 4.5 Efeito da vazao da solugao de hipoclorito de sédio na determinagéo de solugao de
referéncia de furosemida 2,0x10° mol L™ (n=3). Absorbancia (--0--) e precisdo (--e---)....... 63

FIGURA 4.6 Espectros de absorgao da solugéo de o-tolidina oxidada empregando solugéo de
H,O, antes da degradagdo fotoassistida (1) e depois da radiagdo ultravioleta (2)

empregando uma solugdo de peréxido de hidrogénio 0,22 mol L. ........cooooveveeiececeien 65
FIGURA 4.7 Fiagrama obtido no estudo da repetibilidade na determinagcdo de solugdo de
referéncia de furosemida (A) 1,0x10° mol L™ e (B) 5,0x10° mol L. ......oovoviiviiiiieeee. 67

FIGURA 4.8 Sinais transientes obtidos na determinagdo de furosemida em formulagdes
farmacéuticas empregando o sistema de analise por injecdo em fluxo com detecgao
espectrofotométrica para solugdes de referéncia nas concentragées (1) 5,0x10° mol L™"; (2)
1,0x10° mol L™; (3) 2,0x10° mol L™; (4) 5,0x10° mol L e (6) 8,0 x10™ mol L™, seguidas dos
sinais transientes em ftriplicatas para as solugbes de amostras (A-E) e novamente os sinais
das solugdes de referéncia em concentragdes decrescentes. ......cccovvveeeieeiiiiiiinee e, 70

FIGURA 4.9 Esquema da reagao de oxidagdo do paracetamol™*. .............ccoooviiiiieeeee 72

FIGURA 4.10 Produtos da reacao de paracetamol com hipoclorito. (1) N-acetil-p-benzoquinona
imina (2)1,4-benzoquinona (3)cloro-4-acetoaminofenol (4) dicloro-4-acetoaminofenol'**. ... 72

FIGURA 4.11 Efeito da concentragao de hipoclorito de sédio na determinagdo de paracetamol
(n=3). Absorbancia (--0--) € PreCiSA0 (@), ..iccureeieeeiicitieeie e e e et e e e e es e e e e e rrre e e e e e e ennees 73

FIGURA 4.12 Efeito da concentragao de o-tolidina na determinagdo de uma solugdo de
referéncia de paracetamol 5,8x10™ mol L' (n=3). Absorbancia (--o--) e precis&o (---e--)..... 74

FIGURA 4.13 Efeito do pH da solugéo de hipoclorito de sédio 9,4x10° mol L na determinagao
Lo L= o= = (o1 ¢= o o Lo ) PP RRR 75

FIGURA 4.14 Efeito do volume da algca de amostragem na determinagdo uma solugdo de
referéncia de paracetamol 8,5x10° mol L' (n=3). Absorbancia (--0--) e precisdo (---e--)..... 76

FIGURA 4.15 Efeito da vazao da solugdo de hipoclorito de sddio sobre o sinal analitico para a
solugdo de referéncia de paracetamol 5,5x10° mol L™ (n=3). Absorbancia (--o--) e precis&o
e T PR 77

FIGURA 4.16 Sinais transientes obtidos na determinacdo de paracetamol em formulagdes
farmacéuticas para solugdes de referéncia nas concentragdes (1) 8,5x10° mol L', (2)
2,3x10° mol L™, (3) 4,6x10™° mol L™, (4) 9,3x10° mol L™, (5) 1,8x10* mol L™ e (6) 2,5x10™
mol L™, seguida dos sinais transientes das solucdes das amostras (A-H) e das solucées de

referéncia novamente em ordem decrescente de concentragao. ........cccceeevcvieeeeeenicciiieeennn. 83
FIGURA 4.17 Esquema reacional para a determinagcdo de paracetamol empregando nitrito de
(510 o [ R eto] g g To TN Y= To [=1 o1 (- NSRS 84

FIGURA 4.18 Estudo da concentracdo de acido cloridrico sobre o sinal analitico de uma
concentragdo de paracetamol 5,4x10“* mol L' (n=3). Absorbancia (--o--) e precisdo



X1

FIGURA 4.19 Efeito do comprimento da bobina reacional na determinacdo de paracetamol
(n=3). AbSOrbancia (--0--) € PreCISA0 (+++®-+). .iiiuuiierei et et e e e e e a e e e e eneees 88
FIGURA 4.20 Sinais transientes obtidos no estudo da repetibilidade do procedimento em fluxo
para concentracdes de paracetamol: (A) 8x10™ mol L e (B) 1,0 x10™ mol L™. as condicdes
do sistema s&o as mesmas apresentadas na Figura 3.4..........cccvvvieviiiiiiiiiiiiiieieeeee e 90
FIGURA 4.21 Sinais transientes obtidos na determinagdo de paracetamol em formulagdes
farmacéuticas empregando o sistema de analise por injecdo em fluxo reverso para as
solugbes de referéncia nas concentragdes (1) 4,0x10° mol L™; (2) 1,6x10* mol L"; (3)
3,2x10™* mol L™; (4) 5,4x10™ mol L™"; (5) 6,5x10* mol L™ e (6) 1,1x10™ mol L™, seguidas dos
sinais transientes para as solugdes de amostras (A-K). .....oooiiiiiiiiiiiie e 94
FIGURA 4.22 Esquema das reagdes quimicas envolvidas no sistema de analise por injecao em
fluxo para a determinagéo de acetilcisteina empregando Ce(lV) e ferroina como reagentes.
................................................................................................................................................. 98
FIGURA 4.23 Efeito da concentracdo da solugao de Ce(SQ,),, sobre o sinal analitico para
H,SO,4 2,4x102 mol L™ e solucdo de referéncia de acetilcisteina 4,5x10™ mol L (n=3).
ADbSOrbaNncia (-~0--) € PreCISA0 (@), ciiiii it e e et e et e e e et be e e e e e eeraeeeeaeeeans 99
FIGURA 4.24 Efeito do comprimento da bobina reacional B, sobre o sinal analitico de uma
solugado de referéncia de acetilcisteina 9,6 x10° mol L™ (n=3). Absorbancia (--o--) e precis&o

R PSSR 100
FIGURA 4.25 Efeito da vazado da solugdo de Ce(SQO,), 3, 3x10° mol L™ na determinacao de
solucao de referéncia acetilcisteina (n=3). Absorbancia (--o--) e preciséo (--e---). ............. 102

FIGURA 4.26 Sinais transientes obtidos para solugdes de referéncia de acetilcisteina (1) 2,0x10°
mol L; (2) 5,0x10®° mol L; (3) 8,2x10®° mol L™"; (4) 1,0x10™ mol L™"; (5) 1,3x10™* mol L™,
seguidos dos sinais transientes em quadruplicadas das solugdes de amostras (A-C)....... 107

FIGURA 4.27 Reacgbdes quimicas envolvidas na determinagdo de acetilcisteina empregando
sistema de analise por injecdo em fluxo utilizando a geragdo quimica de bromo (Br,) como
(== o 1= o1 - P 108

FIGURA 4.28 Estudo da concentragdo de HCI na produgdo de bromo (Br,). A absorbancia
refere-se a magnitude da liNha base. ... 109

FIGURA 4.29 Estudo do efeito do comprimento das bobinas reacionais (B4) e (B,) na geracgéo
Lo =3 o] 1011 [o T PO O PP POPP PP 111

FIGURA 4.30 Sinais transientes obtidos em triplicata para a determinagéo de acetilcisteina: (1)
1,6x10™, (2) 3,3x10™, (3) 6,6x10™, (4) 9,8x10™* e (5) 1,6x10° mol L™, seguidos de trés
amostras A, B e C e novamente as solugdes de referéncia em concentragcdo decrescente.
Na determinagdo da amostra C empregou-se o método de adicdo multipla de padrao (Cs:
solugdo de amostra; Cy: 2,0x10™ mol L™:.C5: 3,3x10* mol L™"; C5: 5,2x10* mol L7)........... 116



Xil

Resumo

DESENVOLVIMENTO DE PROCEDIMENTOS DE ANALISE POR INJECAO EM
FLUXO PARA DETERMINACAO DE FUROSEMIDA, PARACETAMOL E
ACETILCISTEINA EM FORMULACOES FARMACEUTICAS Neste trabalho de tese sdo
apresentados o desenvolvimento de procedimentos de analises por injecdo em fluxo
com deteccao espectrofotométrica para a determinagao de furosemida, paracetamol e
acetilcisteina em amostras de interesse farmacéutico. Um sistema em fluxo para a
determinagédo indireta de furosemida foi otimizado monitorando-se o excesso de
hipoclorito de soédio ndo consumido em reagdo com a furosemida utilizando o-tolidina
como reagente em 430 nm. A curva analitica apresentou uma linearidade entre 5x10° a
8x10™° mol L™ e um limite de detecgdo de 2,5x10° mol L. Desvios padrdo relativos
menores que 2,0% (n=10) para solucdes de furosemida com concentragdes de 1,0x107°
e 5x10° mol L™ e freqiiéncia de amostragem de 60 determinagdes h™ foram obtidos.
Outro sistema em fluxo foi proposto para a determinagao indireta de paracetamol em
formulagdes farmacéuticas empregando hipoclorito de sédio e o-tolidina como
reagentes. Nesse sistema em fluxo o hipoclorito de sddio em excesso foi monitorado
com o-tolidina em 430 nm. Apos a otimizagdo obteve-se uma curva analitica entre
8,5x10° a 2,5x10* mol L™ e um limite de deteccgéo de 5,0x10™ mol L. Desvio padrio
relativo para uma solucdo de paracetamol foi de 1,5x10* mol L™ de 1,2% (n=10) e
freqiéncia de amostragem de 60 determinagdes h™' foram obtidos. Nos sistemas em
fluxo propostos, os quais empregaram o-tolidina como reagente foi acoplada uma
ldampada ultravioleta (A=380 nm) apdés o detector que permitiu a destruicdo desse
reagente empregando conjuntamente uma solugdo de peréxido de hidrogénio. Um
sistema de analise em fluxo reverso foi também proposto para determinacdo de
paracetamol empregando nitrito como reagente. O produto da reag&o foi monitorado em
430 nm. O sistema em fluxo apresentou uma curva analitica entre 4,0x10° a 1,1x10®
mol L. O limite de deteccdo foi de 2,0x10° mol L™ e a freqiiéncia de amostragem
foram 45 determinacdes por h™'. Desvios padrdo relativos menores que 2% foram
obtidos para as duas solugdes de referéncia de paracetamol nas concentragbes de
8,0x10™ mol L™ e 1,0x10° mol L™. Um procedimento analitico para determinacéo de
acetilcisteina, com detecgéo espectrofotométrica em 500 nm, empregando o Ce(lV) e
ferroina como reagentes foi otimizado. Nesse sistema em fluxo obteve-se uma curva
analitica entre 1,3x10° a 1,3x10* mol L™. O limite de detecc&o obtido foi de 8,0 x 10°
mol L. Um desvio padrdo relativo para uma solugdo de referéncia de acetilcisteina
2,2x10° mol L' foi de 1,4 % (n=10) e uma freqiiéncia de amostragem de 60
determinagdes por hora foram obtidos. Outro procedimento em fluxo para a
determinagdo de acetilcisteina empregando bromo (Bry) gerado quimicamente foi
proposto. Nesse sistema, o bromo produzido quimicamente reage com o analito e seu
excesso foi monitorado em 400 nm. A curva analitica foi linear no intervalo de
concentragdo de acetilcisteina de 1,6x10* a 1,6 x10° mol L' e um desvio padrio
relativo de 1,2% (n=10) para uma solugéo de acetilcisteina 5,3x10™ mol L™ foi obtido. O
sistema apresentou uma freqiiéncia de amostragem de 60 determinagdes h™' e uma
solugao de acido ascorbico foi empregada para destruicao do bromo em linha.
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Abstract

DEVELOPMENT OF FLOW INJECTION ANALYSIS PROCEDURES TO
DETERMINATION OF FUROSEMIDE, PARACETAMOL AND ACETYLCYSTEINE IN
PHARMACEUTICAL FORMULATIONS. In this thesis are presented the development of
flow injection analysis procedures with spectrophotometric detection for determination of
furosemide, paracetamol and acetylcysteine in samples of pharmaceutical formulations.
A flow injection system was optimized for indirect determination of furosemide
monitoring the excess of sodium hypochlorite not consumed in the reaction with the
furosemide using o-tolidine as reagent at 430 nm. The analytical curve was linear from
5.0x10® to 8.0x10° mol L™ and the detection limit was 2.5x10° mol L™". A RSD smaller
than 2.0% (n=10) for 1.0x10° and 5.0x10° mol L' furosemide solutions and an
analytical frequency of 60 determinations h™' were obtained. Another flow injection
system was proposed to determine paracetamol in pharmaceutical samples employing
sodium hypochlorite and o-tolidine as reagents. In this flow system, sodium hypochlorite
reacted with paracetamol and its concentration in excess was monitored with o-tolidine.
After system optimization, the analytical curve was linear in the paracetamol
concentration range from 8.5x10° mol L™ to 2.5x10™ mol L™ with a detection limit of
5.0x10° mol L™. A RSD of 1.2% (n=10) was obtained for 1.5x10* mol L 'paracetamol
solution. The analytical frequency of the system was 60 determinations h™. The o-
tolidine and its products used in both proposed flow injection systems were on line
destroyed using an ultraviolet lamp (A=380 nm) and hydrogen peroxide solution. The
reversed flow system was proposed for determination of paracetamol employing sodium
nitrite as reagent. The product formed was monitored at 400 nm. The analytical curve
was linear in the paracetamol concentration range from 4.0x10™ to 1.1x10™ mol L™ with
a limit of detection of 2.0x10™° mol L™ and analytical frequency of 45 determinations h™.
RSD smaller than 2% were obtained for 8.0x10™ and 1.0x10™ paracetamol solutions. A
flow system injection procedure with spectrophotometric detection to determine
acetylcysteine was developed. In this procedure, acetylcysteine reacts with Ce(IV)
solution and the excess of cerium (IV) was monitored with ferroin at 500 nm. An
analytical curve ranged from 1.32x10° to 1.35x10™ mol L™ with a limit of detection of
8.0x10° mol L™ were obtained. A RSD of 1.4% (n=10) for 2.2x10° mol L™ acetylcysteine
solution and an analytical frequency of 60 determinations h™' were obtained. Another
flow injection system for determine acetylcysteine using bromine (Bry) as reagent was
also proposed. In this system, Br, chemically generated on line reacts with the analyte
and its excess monitored at 400 nm. The analytical curve obtained was linear from
1.6x10* and 1.6x10° mol L and RSD of 1.2 % (n=10) for 5.3x10™ solution were
obtained. The system showed the analytical frequency of 60 determinations h™ and
ascorbic acid solution was used to destruct bromine on line.
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1.1 Revisao histoérica

A maioria das substancias que apresentam agdo farmacologica sao
incolores e portanto, estudos que revelaram suas caracteristicas de absorver luz
somente tornaram-se possivel quando, na segunda metade do século 19, foi
descoberto que a interagdo entre varios alcaldides e outras substancias organicas
naturais desenvolviam cor quando tratadas com certas substancias inorganicas’.
Tais procedimentos desenvolvidos alavancaram o emprego nas determinagdes
qualitativas de farmacos, sendo que algumas determinagdes semi-quantitativas
foram dedicadas a detecgdo de substancias de interesse nas analises forenses'™.

De 1900 a 1920 ocorreram os principais progressos em instrumentagao
optica*. O aparecimento de instrumentos com partes Opticas de silica vitrea
especialmente manufaturada foi o alicerce para o desenvolvimento de
procedimentos espectrofotométricos para a analise de principios ativos, tanto
qualitativo como quantitativamente®. Embora a instrumentagdo para varredura na
regido ultravioleta e visivel do espectro estivesse disponivel em 1910 e os espectros
de absorcdo das substancias estivessem sendo disponibilizados, a operacao dos
espectrofotdbmetros era demasiadamente morosa, sendo assim inadequados para
uso em laboratérios de rotina®®.

Os fotdbmetros com filtros, entretanto, ampliaram a gama de aplicagdes
da fotometria’. Daqueles desenvolvidos, o mais conhecido foi o fotdmetro de Pulfrich
no qual o feixe de radiagdo emergente da fonte de radiagdo era dividido em dois
feixes de mesma intensidade; estes passam através das celas contendo a solugao
de amostra a ser medida e um solvente apropriado, respectivamente. Vidros
coloridos foram empregados como filtros para selecionar uma faixa de comprimento
de onda adequada para a determinacdo. A intensidade do feixe de radiacido era
atenuada mecanicamente, pelo uso de um diafragma calibrado, para a unidade de
absorbancia até que a intensidade fosse idéntica ao feixe de luz que passava
através da solugdo de amostra na qual era monitorada pelo analista visualmente’.
Por volta de 1941, haviam cerca de 800 trabalhos publicados no emprego em
amostras clinicas que usaram este espectrofotdmetro®. Medidas mais precisas e
exatas, obtidas de modo confortavel foram possiveis pelo acoplamento de
fotocélulas para medir a intensidade da luz transmitida®. Uma caracteristica desses

instrumentos era que eles operavam apenas no monitoramento da radiagao
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transmitida na regido visivel do espectro, entdo as amostras deveriam ser
convertidas em substancias coloridas previamente a detecgéo.

Durante os anos 1920 e 1930, ocorreram estudos enfocado no
desenvolvimento adicional e de novos testes colorimétricos qualitativos para dar
suporte ao desenvolvimento de procedimentos fotométricos. Os primeiros
procedimentos quantitativos foram descritos, como: a determinacdo de salicilato
baseado na formagao do complexo com Fe** (1919), a determinagédo de aminoacidos
empregando acido 1,2-naftoquinona-4-sulfénico (1922) e a determinagao de aminas
aromaticas depois da diazotagéo e acoplamento com B-naftol (1927)".

Como resultado, a fotometria tornou-se o primeiro e eficiente ramo
instrumental da analise de produtos farmacéuticos, até entdo objetivo de
procedimento volumétricos e gravimétricos'. Procedimentos analiticos alternativos e
novos procedimentos foram desenvolvidos nos anos seguintes, exemplos sao

apresentados na Tabela 1.1.

TABELA 1.1 Métodos espectrofotométricos de analise

analito Reagente Referéncia
Aminoacidos 1,2-naftoquinona-4- J.Biol. Clin., 156, 467 (1944)
sulfonato de sddio
Aminoacidos Ninhidrina Analyst, 80, 209 (1955)
Frutose p-anisidina Anal. Chem., 31, 1234 (1959)
Cisteina Formacao de nitrosotiol Analyst, 84, 188 (1959)

adaptado de MEITES (1963)%.

Um marco no desenvolvimento da espectrofotometria em analises de
farmacos foi a introdugao do espectrofotdbmetro UV-Vis Beckman DU no inicio dos
nos 40"*®. Anteriormente o Unico equipamento disponivel comercialmente era o
espectrofotdmetro General Electric® Hardy, instrumento caro, de dificil operacao e
sua amplitude espectral restringia sua aplicacdo®. Outros dois espectrofotdmetros de
maior emprego, eram o espectrofotdmetro Cemco e o Coleman Modelo DM>®.

O espectrofotdmetro UV-Vis Beckman DU foi concebido para ser usado

na maioria dos laboratérios de rotina e, depois da Segunda Guerra Mundial, seu uso
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se tornou mais difundido, a medida que outros instrumentos comegaram aparecer no
mercado®.

Com a propagacgao da técnica espectrofotométrica na faixa de radiagao
ultravioleta, apareceram novos procedimentos para determinagcdo de uma enorme
variedade de farmacos sem a necessidade de conversdao em produtos coloridos. A
diminuicdo do tempo de analise permitiu maior difusdo desses procedimentos em
analises de rotinas'®.

Os métodos espectrofotométricos foram baseados na comparagao da
intensidade de cor que varia com a concentragdo do cromoéforo, diluigado sofrida pela
solucdo ou alteragdo no comprimento do caminho 6ptico da solugao de amostra ou
solucdo de referéncia’’. Esse tipo de andlise foi denominado de andlise
colorimétrica e eram realizadas em instrumentos contendo filtros para selecdo da
regiao espectral. Finalmente, a aplicagao de instrumentos baseado na absorgao de
um feixe de radiagdo monocromatica e detector elétrico foi denominada
espectrofotometria’.

Embora a espectrofotometria possa ser classificada atualmente como
método classico de analise de farmacos, sua importancia ndo tem diminuido com o
passar dos anos'’. E verdade que suas limitacdes vdo surgindo & medida que
novas analises sao requeridas, mas como resultado disso, tem-se o
desenvolvimento de métodos matematicos modernos para tratamento dos dados
obtidos e o acoplamento da espectrofotometria com outros métodos, como
cromatografia ou eletroforese capilar’".

Quanto a aplicacdo da espectrofotometria, um espectro de absorc¢ao,
perfil de absor¢cdo da radiagado eletromagnética numa faixa espectral, permite a
identificacdo de um farmaco e isto € recomendado até nas edi¢cdes recentes das
principais farmacopéias (Farmacopéia Americana e Britdnica). Em determinadas
situacdes, a obtencao do espectro de um farmaco em solugao fornece informagao
com um valor similar como uma medida de outra constante fisica. A técnica também
auxilia com informacdes para elucidagcdo de estruturas quimicas dos principios
ativos. Isto associados as técnicas de espectroscopia de massa, infravermelho e
RMN permitem a elucidagdo da estrutura dos farmacos'.

Ao contrario das técnicas anteriormente citadas, € a aplicacdo analitica
quantitativa que torna a espectrofotometria importante na analise de farmacos.

Procedimentos baseados na absorgcéo da radiagao por um farmaco ou um derivado,
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originado por um tratamento quimico, sdo extensivamente aplicados na analise de
farmacos™'®. Quando ocorre a falta de seletividade, essa pode ser obtida pelo

acoplamento com um método cromatografico.

1.2 Sistemas de analise por injegao em fluxo

Atualmente a necessidade de obtencdo de dados de analises quimicas
de forma rapida e precisa é de primordial importancia devido a demanda social
exigida pela nossa sociedade. Dentro deste escopo, a analise por inje¢ado em fluxo
(FIA) é uma técnica analitica que supre as atuais necessidades, destacando-se
ainda, o grande aumento do desempenho analitico e a capacidade do uso efetivo da
instrumentagdo analitica com o racional gerenciamento dos regentes quimicos
10,13,14-

Neste amplo contexto, a analise por inje¢do em fluxo continuo refere-
se a um processo de automatizacdo de procedimentos analiticos, no qual a amostra
em solugcado é introduzida em um fluido transportador que a conduz em dire¢céo ao
detector "°. Quando a convers&o da amostra a uma espécie detectavel é necessaria,
a amostra pode receber uma série de reagentes ou tratamentos para a sua
conversao.

Segundo Motola (apud VALCARCEL e LUQUE De CASTRO)", a
analise por injecdao em fluxo, na suas diferentes versdes, constitui uma das mais
avancadas formas de manipulacado de solugdes disponivel para quimicos analiticos
para misturar e transportar para o ponto de detecg¢do, produtos de uma ou mais
reacdes quimicas.

A analise em fluxo continuo mostra-se bastante flexivel para realizar
um variado numero de operagdes necessarias na analise quimica classica.
Somando-se as operagdes que podem ser realizadas em procedimentos em
batelada como aquecimento, diluigdo, mistura e adicdo de reagentes; modulos de
analise em fluxo continuo podem executar dialises, destilacao, extragao por solvente

e outro tipos de separagao'®'?.

Deve-se destacar também a possibilidade de
geracgao eletroquimica de reagentes nas tubulagbes dos modulos de analise, como
agentes oxidantes ou redutores instaveis como U(lll) e Ag(ll), como descrito por

DEN BOEF'®.
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Os sistemas em fluxo diferem dos métodos discretos (batelada) devido
ao fato de nado haver necessidade de atingir o equilibrio quimico, pois uma
caracteristica desses sistemas, além da injecdo da amostra e dispersdo controlada
da zona de amostra, € o intervalo de tempo entre a introdu¢do da amostra e a
deteccao ser altamente repetitivel™ .

Os sistemas em fluxos sdo constituidos por, a saber. uma unidade
propulsora de fluidos, de insercdo de amostras, de reagcdo/mistura e de deteccéo,
como indicado na Figura 1.1. Ainda, as unidades apresentadas podem ser

controladas por uma unidade de controle, como por exemplo, microcomputador.

Propulsédo Injegdo Mistura/reacao Deteccgao

BP

S W,

Bobina reacional
Reator enovelado

Bomba peristaltica Valvula rotacional Camara de difus3o Espectrofotdmetro
Pressao por gas inerte Valvula solendide Extracdo por solvente Potenciostato
Bomba de pistao Inje¢ao hidrodinamica | Reagentes imobilizados! A. Atbmica
Gravidade Injetor comutador Forno de microondas Balancga de quartzo
Potenciémetro

FIGURA 1.1 Esquema das unidades constituintes do sistema em fluxo. R: reagente;
C: carregador; I: Injetor; S: solugéo de referéncia ou amostra; B: Bobina reacional; D:
detector e W: descarte.

A unidade propulsora na maioria dos moddulos de analises
desenvolvidos e descritos na literatura é a bomba peristaltica. Ela permite operagcao
de vazées de 0,1 pL min™ a 10 mL min™'. O emprego de dispositivos alternativos sao
também descritos, como exemplo a propulsdo por agdo da pressdo de gases

inertes'®, bombas de pistdo'®, microbombas solendides®® ou mesmo a agdo
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gravitacional™. MATOS et al.?' propuseram a propulsdo em sistema em fluxo
empregando mini-compressores de ar do tipo bomba de diafragma, originalmente
destinados ao borbulhamento de ar em aquarios domésticos.

O dispositivo fundamental do sistema em fluxo sem duvida € o injetor,
pois 0 volume da solugado injetada € uma importante variavel pois o gradiente de
concentragao criado por essa amostra € a chave da informagéo analitica obtida no
sistema'’. Dentre os requerimentos essenciais necessarios para um sistema de
analise por injecdo em fluxo, o volume de amostra deve ser injetado como um
plugue no carregador de maneira reprodutivel sem causar disturbios no fluxo.
Inicialmente, foi realizada com o uso de seringas hipodérmicas em um septo
acoplado a um sistema hidraulico que conduzia ao detector’®. Com o
desenvolvimento da metodologia, a seringa cedeu lugar as valvulas rotatérias, nas
quais uma alga tubular (ou loop) de volume fixo é preenchida com a amostra e, apos
a rotagdo da valvula, a alga é intercalada no circuito de fluxo e descarregada por
deslocamento em direcado a bobina de reagao e/ou outros dispositivos que precedem
o detector. Entre as inumeras contribuicbes dos pesquisadores brasileiros, destaca-
se um injetor deslizante acionado por valvulas solendides'??, bem como o
desenvolvimento de uma versao simples e robusta que permitiram a concepcéo de
diversas configuragcdes do modulo de analise, caracteristica inerente aos sistemas
em fluxos?®. Um dispositivo simples e robusto construido com trés valvulas
solendides de trés vias, com um circuito temporizador foi descrito e aplicado na
determinacdo de Cr(VI) e NH3; com destacavel repetibilidade®*.

O percurso analitico é a unidade do sistema em fluxo onde ocorrem as
mistura e/ou reacdes necessarias para deteccdo. Sua composigcao ndo € complexa
em sistema em fluxo com configurag¢des de linha unica, coalescéncia ou confluéncia.
Em mdédulos que requeiram algum tratamento da amostra, podem-se acoplar
unidades de aquecimento como banhos com temperatura controlada, sem duvida o

mais usado, bem como fornos de microondas®®?’.

O emprego de reagentes
imobilizados em suporte solidos tém sido bastante empregado, bem como camaras
de diluicdo, de extracdo por solventes'™ entre outros. Reator contendo espuma
poliuretana foi acoplado no percurso analitico de um sistema em fluxo proposto para
eliminacao da interferéncia ocasionada por metais, Fe(ll), Cu(ll) e Co(ll), na

determinagao de Al(I11)%.
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Unidades para fotodegradagdo em linha dos residuos gerados em

1*° e pesticida da

sistemas em fluxo desenvolvidos para determinacdo de resorcino
classe dos carbamatos™ foram descritos, promovendo a mineralizacdo dos produtos
das reagdes empregando a associacao entre radiacao UV e TiO; (anatase).

A unidade responsavel pela deteccao descrita nos sistemas em fluxo
s&o as mais diversificadas, caracteristica inerente a analise por injecdo em fluxo. De
acordo com a espécie a ser detectada, praticamente todas as técnicas usuais tém

101" como espectrofotometria no UV-Vis®!, absorcdo e emissdo

atdémica®®, potenciometria®®, condutometria, voltametria, quimiluminescéncia®*>°,

sido empregadas

entre outros em menor expressdo, como detectores piezelétricos ***7. Ainda, um
espectrofotdbmetro convencional pode ser empregado com sucesso como detector da
radiacdo produzida em uma reagdo quimiluminescente 3

No caso de sistemas que possuem detecgdo espectrofotométrica,
alguns trabalhos descritos na literatura priorizam o desenvolvimento de celas de
fluxo de baixo custo, visando obter melhorias em suas caracteristicas analiticas.
OLIVEIRA et al.*’ desenvolveram uma cela de fluxo de camada delgada que
possibilitou o emprego de uma solugdo de reagente diluida 2,5 vezes na
determinacao de Cr(IV) com um tempo de limpeza muito menor, quando comparada

a cela de fluxo comercial.

1.2.1 Automacgao em laboratérios quimicos

A grande vantagem na utilizagdo de sistemas em fluxo é a
possibilidade de alternar o sistema de deteccdo de maneira simples, podendo usar o
mesmo sistema fisico para quantificacdo de diversos analitos. Recentes trabalhos
descritos na literatura destacam outra caracteristica de grande importancia, a
possibilidade de detecgao simultdnea de principios farmacéuticos associados,
devido a aquisicdo de dados computacionais, na qual a determinagao simultanea
dos farmacos é realizada empregando métodos matematicos®4'2,

A agéncia ambiental americana (EPA)** recomenda um sistema de
analise por injecdo em fluxo com deteccdo amperométrica para determinagao de
cianeto em aguas (método OIA-1677), baseado na injegdo da amostra contendo

cianeto em um fluxo, que ao receber por confluéncia solu¢do de HCI, converte o
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cianeto a acido cianidrico (HCN) que permeia através de uma camara de difuséo
para um fluido receptor alcalino que converte o HCN a ion cianeto (CN’). A
quantidade de cianeto no fluxo alcalino €& detectada amperometricamente
empregando um eletrodo de trabalho de prata, um eletrodo de referéncia de Ag/AgCl
e um contra-eletrodo de platina e potencial de trabalho de 0 Volt. A corrente gerada
na cela é proporcional a concentragao de cianeto na amostra. A agéncia estabelece
esse procedimento como oficial destacando dois itens importantes para a seguranga
do analista: (i) reduzida formacdo de HCN, quando comparado com métodos
convencionais de determinacao; (ii) diminuicdo da quantidade de reagentes tdxicos
por determinagdo. Ainda, a maior seletividade desse procedimento, a melhor
exatidao e precisao quando comparado com métodos convencionais € menor tempo
de analise contribuem para a inser¢ao desse procedimento em fluxo como método
oficial.

Os Métodos Padrdo para Aguas e Aguas Residuarias®® também
recomenda o procedimentos analiticos automatizados para determinacédo de cations
(A" e NH,") e anions (CI, F,, SO4*, NOs e HPO4*). Os procedimentos descritos
sdo indicados para serem usados empregando sistema em fluxo comercial da
Technicon® Autoanalyser® ou configuragdo equivalente.

O emprego de sistemas de analise por injegdo em fluxo na analise de
produtos farmacéuticos também tem mostrado a eficacia da automacdo de
procedimentos analitos, somando-se a diminuicdo de custos, isto €, a possibilidade
de realizar um grande numero de analises em um menor espago de tempo, com
baixo consumo de reagente, quando comparado com procedimentos em bateladas.
Algumas configuragdes de sistemas em fluxo tém sido propostas na quantificagéo de
produtos farmacéuticos em laboratérios de rotina. A Farmacopéia Americana
descreve alguns sistemas para determinacéo de algumas substancias*®. Um sistema
em fluxo segmentado com detec¢do espectrofotométrica baseado na reacdo de
antibidticos com estrutura p-lactana, como cefalosporinas e penicilinas, com
hidroxilaminas e ions férrico foi descrito. Outro sistema segmentado € indicado para
determinacdo indireta de iodeto empregando a reagdo com acido arsenoso e
Ce(IV)*.

O numero elevado de aplicagbes dessa metodologia descritas na
literatura, emprega deteccéo espectrofotométrica, como um resultado légico da alta

flexibilidade desta técnica para contornar problemas analiticos®’. Nesses sistemas,
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reacbes de Oxido-reducdo, de complexagdo, de derivatizacdo entre outras sao
geralmente empregadas, sendo o produto formado ou o consumo de reagente

monitorado espectrofotometricamente em comprimento de onda apropriado %",

1.3 Sistema de analise por injecao em fluxo reverso (r-FIA)

O sistema de analise por injecao em fluxo reverso foi inicialmente
proposto por JOHNSON e PETTY*. Neste sistema, ocorre a inversdo entre a
solugdo de reagente e solugdo de referéncia/amostras. Originalmente foi elaborado
para determinacdo de fosfato empregando o método de azul de molibdénio em
aguas marinhas aspiradas continuamente por um analisador oceanografico*’.

Sistemas r-FIA tém como principais vantagens sobre outras
configuracdes o aumento da sensibilidade e a economia de reagentes'"**’. Isso se
deve principalmente ao fato de quando se emprega a amostra como carregador, a
concentracdao da amostra na zona de reagente dispersa aumenta com o aumento da
dispersédo. O contrario ocorre em sistemas em fluxo continuo, pois 0 aumento da
dispersao da zona de amostra resulta numa diminuicdo da concentracdao do analito
em questdo’*’. O volume de amostra disponivel para analise é um fator critico para

seu emprego’ "3,

1.4 Fotodecomposicao assistida por radiacao ultravioleta

O emprego de processos oxidativos avangados (POA) possui grande
aplicagao na area de pesquisa ambiental em que sdo utilizados com sucesso na
degradacao de substancias organicas presentes em amostras de aguas naturais e
residuarias*®.

Uma variedade de sistemas quimicos tem sido descrita para

tratamento de residuos empregando a reagdo de Fenton*®*, fotocatalise

heterogénea, que emprega o TiO, (anatase)®®*®*’ 48,5253

, a reacao fotofenton
Recentemente, estudos indicam que a associag¢ao de radiagado UV em combinagao
com H,O, em presenca de Fe?*, conhecida como fotofenton, acentua

significativamente a decomposicdo de compostos refratarios organicos®”.
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A combinagdo da radiagao ultravioleta e H,O, na degradagéo de fenol
mostrou-se mais efetiva quando comparada com a fotélise e oxidagcdo com peroxido
de hidrogénio54, indicando que esse processo produz uma quantidade maior de
radicais hidroxilas que promovem a degradacao.

A degradacédo de herbicidas da classe acetanilida foi avaliada por
FRIEDMAN et al.>® empregando um processo anddico Fenton, onde a geracdo de
radicais € promovida pela geragao eletrolitica de Fe?* que reage com solugédo de
H.0..

A fotdlise empregando radiagcédo ultravioleta combinada com peroéxido
de hidrogénio é um dos mais importantes processos oxidativos avangados para
remogao de substancias organicas toxicas. Este processo envolve a geragdo de
radicais hidroxilas, altamente reativos, que sao capazes de mineralizar

contaminantes organicos, como fenol*®

, residuos de industrias de curtimento de
couro®® e solugdes contendo benzeno, tolueno e xilenos®.

Radiacdo com comprimentos menores*® que 400 nm s&do habeis para
fotolisar moléculas de H,O,. O mecanismo aceito para a fotdlise € a quebra da
molécula em dois radicais hidroxilas (equacao 1, Tabela 1.2). Outras rea¢des podem

ocorrer, de acordo com as condi¢gdes, como mostradas na Tabela 1.2.

TABELA 1.2 Reagbdes quimicas envolvendo a geragdo de radicais hidroxila
empregando peréxido e radiacéo ultravioleta®

H20, + hy >2 “OH (1)

H,0, + *OH & H,0 + HOy 2)
‘OH + HOz = HOp* + OH" (3)
H,O, + HO2* &> HO« + H,O + O, 4)

1.5 Furosemida

1.5.1 Aspectos gerais

Furosemida é soluvel em acetona e em solugbes de hidroxidos
alcalinos; é ligeiramente soluvel em alcool, levemente soluvel em éter, altamente

soltivel em cloroférmio e praticamente insoltvel em agua®®.
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A furosemida (I) € susceptivel a hidrélise acida, na qual o nitrogénio do
grupamento amino protonado, seguido de um ataque nucleofilico sobre o carbono do
grupamento furfuril para resultar no produto da hidrélise, a saluamina (ll). O
logaritmo da constante de velocidade em fungcdo do pH do meio reacional (log k vs.
pH) revelou que a catalise € efetiva em solugdes acidas (pH < 6). Pode-se aumentar
a estabilidade da solugdo contendo furosemida pela adicdo de alccool®’.

A degradacéo da furosemida (l) ocorre seguindo esquema mostrado na

Figura 1.2, onde (Il) é a saluamina e (lll) indica espécies furfuril®®>°.

OH 7 / \
HoNO,S HO HoNO,S
O (I ()
) l H20
MeOH /MeOH
Uv Uv
D 9
HyC—C—CHy-CHy-C—CH
Nﬂ cl NH, ° 2 >
o +
OH OH
HoNO,S HO5S

FIGURA 1.2 Reacgbes envolvidas na degradagdo da furosemida em solugao
aquosa®®. (1) Furosemida; (Il) Saluamina; (lIl) espécie furfuril; MeOH: metanol e Uv:
radiacao ultravioleta.

1.5.2 Propriedades farmacolégicas

A furosemida (acido 4-cloro-N-furfuril-5-sulfamoil-antranilico) € uma
substancia pertencente a classe dos diuréticos, um grupo de substancias usadas
para ajustar a composicao e volume dos fluidos corporais em numerosos casos de
doencas como insuficiéncias cardiacas, renais e hepaticas, cirrose, bem como, no
tratamento de hipertensédo. Do ponto de vista farmacoldgico, s&o drogas que além
de aumentarem o volume urinario, aumentam também a excre¢ao urinaria de sodio

por uma agao direta sobre o rim®®®’.
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Nao existe uma classificagao ideal paras as substancias pertencentes
a classe dos diuréticos devido a falta de conhecimentos das bases moleculares do
transporte de ions no néfron. A avaliagao da estrutura quimica também nao fornece
elementos basicos para a compreensao do mecanismo, do local de agédo e do
emprego clinico dessas drogas. Dessa forma, os diuréticos sulfonamidicos podem
ser divididos em inibidores da anidrase carbénica, tiazidicos e furosemida, cada um
com diferentes efeitos sobre a composi¢cao da urina e com diferentes locais de
acao®".

Os diuréticos podem determinar o aumento do fluxo urinario e da
excrecdo do sodio por dois processos, a saber: a) aumento do fluxo de fluido filtrado;
b) diminuicdo da reabsorc¢édo tubular de sédio e agua.

O mecanismo de acao se baseia na inibicido da reabsorcido de cloreto
de sddio na porcdo ascendente da alga de Henle (sistema de co-transporte Na*/CI
/K*). A inibicdo desse sistema de transporte previne a reabsorgédo desses ions e uma
diurese ocorre®’.

A furosemida quando administrada por via oral €& absorvida
rapidamente dentro de 5 a 10 minutos. O inicio da agao desse diurético é rapido
quando administrada via venosa, sendo de 1 a 5 minutos.

Quando administrada em doses maxima, chega a determinar a
excrecdo de 30% da carga filtrada de sodio. Simultaneamente & perda de Na®
(natriurese), ocorre também um aumento na excregao de potassio, embora a relagao
de Na'/K* ser maior devido & perda de Na®. Por isso, alguns produtos farmacéuticos
comerciais contendo furosemida contém KCl associado, como o Lasix®. Com relagéo
aos ions célcio e ao magnésio, a furosemida aumenta a excre¢cao destes cations
proporcionalmente a natriurese®' 2.

A furosemida é atualmente empregada em algumas situagdes clinicas:
a) na retengdo de sddio, b) no edema agudo do pulméao, c) na insuficiéncia renal
crbnica, d) na hipertensdo arterial, e€) na insuficiéncia renal crénica, f) em

intoxicagdes exdégenas, g)no caso de hipercalcemia e h) no diabetes insipidus.



Introducéao 14

1.5.3 Alguns métodos para a determinacao de furosemida

A maioria dos procedimentos analiticos para determinagdo de
sulfonamidas & baseada em reacgdes quimicas, que tém como alvo o grupo amino
primario da molécula. O procedimento amplamente empregado é baseado na
formagao de um sal de diaz6nio seguido pela reacdo com uma substancia adequada
para formagcao de um croméforo azo, sendo esta reacdo a mais empregada nos
procedimentos analiticos com maior seletividade e sensibilidade para a
determinagao de furosemida em produtos farmacéuticos e amostras clinicas’.

A Farmacopéia Internacional®® recomenda a volumetria como
procedimento para quantificacdo de furosemida. O procedimento descrito emprega o
azul de bromotimol em dimetilformamida como indicador e a solugdo de amostra &
titulada com solucdo de NaOH 0,1 mol L™.

O par idnico furosemida-Aliquat® foi imobilizado por DIAS et al.%* em
uma membrana de cloreto de polivinila (PVC) para a determinagao potenciométrica
de furosemida em formulagdes farmacéuticas. O eletrodo exibiu uma reposta linear
entre 1,6 x 10%a 1,0x10” mol L™.

BASAVAIAH et al.® empregaram a reagao de furosemida com uma
solucéo de bromo e indicador alaranjado de metila, para a determinagdo do analito
em formulagdes farmacéuticas. O procedimento volumétrico desenvolvido com
deteccdo visual do ponto final de viragem apresentou uma linearidade entre uma
variagdo de massa de 2 a 20 mg. Ja o procedimento espectrofotométrico apresentou
uma curva analitica com linearidade entre 0,25-3,50 ug mL™.

ABDELHAY®® desenvolveu um procedimento espectrofotométrico
derivativo para a determinacdo de furosemida na presenga de seu produto de
degradagdo, a saluamina. O procedimento envolveu a medida de absorbancia
empregando a curva da primeira derivada em 254 e 262 nm (sinal zero para
saluamina) e, a absorbancia da curva da segunda derivada em 265 e 272 nm (sinal
zero para a furosemida) para a determinagdo da saluamina.

GARCIA et al.%’ empregaram a reacao entre a furosemida com Pd?*
para desenvolver um procedimento em fluxo com detecgao espectrofotométrica para
a quantificagao de furosemida em formulagdes farmacéuticas. O complexo foi obtido

entre a furosemida e Pd®* a 55°C e foi monitorado espectrofotometricamente em 550
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nm. O procedimento apresentou uma curva analitica linear entre 2,0x10™° a 4,0x10™
mol L.

GOTARDO et al® empregaram a reacdo da furosemida com p-
dimetilaminocinamaldeido, em meio acido, para o desenvolvimento de um
procedimento analitico empregando a técnica de refletancia difusa. A reagéo entre
essas duas substancias a 80°C produz um croméforo sob um papel de filtro que
pode ser medido em 585 nm. O procedimento apresentou uma curva analitica com

uma faixa linear de concentracdo entre 7,6x10™° a 6,0x107% mol L™ do farmaco.

1.6 Paracetamol

1.6.1 Aspectos gerais

Cristal branco inodoro ou po cristalino. Sua solubilidade € de 1 gem 70
mL de agua a 25°C, 7 mL de alcool, 13 mL de acetona 40 mL de glicerina e 9 mL de
propilenoglicol. E insoltvel em benzeno e éter, e soltivel em solucdo de hidroxido de
metal alcalino®®®°. Apresenta estabilidade em solugdo aquosa, na qual o maximo de
estabilidade ocorre em pH 6-7°°.

A principal rota de degradagdo que contribui para a instabilidade do
paracetamol (IV) é a sua hidrélise que produz p-aminofenol (V) e acido acético (VI).

A reacao de hidrdlise (equagao 1) é catalisada por 4cidos ou bases®.

|
NH NH,
+ HO0 —> + CH3COOH  (eq. 1)
VI
OH OH D
(IV) (V)

A reacao entre o paracetamol (IV) e a aspirina (VIIl) foi descrita nos
comprimidos solidos, tendo como produto acido salicilico e diacetil-p-aminofenol

(equacao 2). Estudos posteriores ndo observaram o mesmo comportamento. A
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estabilidade foi diminuida com aumento da concentragdo na mistura, temperatura,
presencga de codeina fosfato e estearato de magnésio. Cafeina ndo contribui para o

aumento da instabilidade da mistura de aspirina-paracetamol®®.

OQC CHj3 O\C/CHg
COOH COOH
[j:] f: OCOCH; [:tj f: .
(eq. 2)
OCOCH;
(V) (Vi)

Foi encontrado que o paracetamol forma estruturas moleculares com
estequeometria 1:1 com antipirina e cafeina e teofilina, mas ndo com teobromina,
quando associados em forma sélida (comprimidos). Essa complexagdo aumenta a
solubilidade do paracetamol. Foi verificada ainda, a formacdo de complexos de
paracetamol com polietilenoglicol 4000 (PEG4000) e polivinilpirrolidona (PVP). Essa
complexacdo aumenta a solubilidade em agua e a velocidade de dissolugdo do
paracetamol, sendo maior para mistura de paracetamol-PEG em proporgcéo 1:2
m/m®.

As aminas alifaticas primarias reagem com HNO,, com formacgéo de
sais de diazbnio; como, porém os sais de diazbnio alifaticos sdo poucos estaveis e,
ao decompor-se, ddo origem a misturas complexas’®. As aminas secundarias, tanto
alifaticas como aromaticas, reagem com acido nitroso com formagdo de N-
nitrosaminas.

A nitrosacao do anel € uma reacao de substituicdo aromatica eletrdfila,
em que o ion nitrosilo ("NO), ou uma espécie (como H,O*-NO) pode transferir para o
anel benzénico o grupamento ‘NO. O ion nitrosilo & eletrofilo muito fraco, em
comparagao com os agentes responsaveis pela nitragdo, sulfonagéo, halogenagéo;
normalmente a nitrosacéo da-se apenas em anéis portadores de dialquilaminicos (-

NRy) ou nos grupo hidroxila (OH) fortemente ativados’®.
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1.6.2 Propriedades farmacolégicas

Paracetamol (acetaminofenol, N-acetil-p-aminofenol) € um analgésico-
antipirético pertencente a classe dos derivados do p-aminofenol, introduzido no
século passado como resultado de pesquisas destinadas a substitutos para
acetanilida. Embora possuam propriedades analgésicas-antipiréticas, a fenacetina e
a acetanilida dao origem a metemoglobina (hemoglobina incapaz de transportar
oxigénio), devido a formagao de um precursor da anilina. Tanto a acetanilida quanto
a fenacetina sao metabolizadas a paracetamol, a substancia ativa. Outros farmacos
dessa classe s&o a anidoxina, butacetina, etoxazena, fenacetinol, parapropamol e
parsalmida’""?,

O paracetamol ndo tem atividade antiinflamatoéria, mas mesmo assim &
provavelmente o antipirético-analgésico de segunda escolha, sobretudo para
pacientes alérgicos ao acido acetilsalicilico ou que sofrem de ulceras pépticas. Por
ser menos toxico que a fenacetina, o paracetamol acabou substituindo-a em
diversas formulagdes farmacéuticas, sendo habitual administrar doses diarias
variando de 650mg a 4g por dia, em doses divididas’. Ainda, ndo apresenta os
efeitos colaterais da aspirina (acido acetilsalicilico) e pode ser adquirido no comércio
sem prescricado médica, o que o torna um farmaco de crescente uso doméstico. Esta
tem sido uma das principais preocupacdes da ANVISA”. Medicamentos com agdo
analgésica e antipirética sdo utilizados tanto para o controle da dor quanto para
baixar a temperatura corpérea em casos de febre. Estas indicagbes favorecem a
automedicacgao, principalmente durante o veréo, periodo do ano onde ocorrem tanto
casos de dengue quanto outra virose infantil.

Em um levantamento realizado no Hospital Ocidental da Australia
envolvendo o numero de internagdes devido a intoxicagdo por analgésicos, o
paracetamol foi a substéncia mais encontrada, correspondendo a 19,3 %, o
ibuprofeno foi responsavel por 2% das internagdes e 1% foi a porcetagem relativa a
aspirina’®.

Contudo, a superdosagem aguda causa lesdes hepaticas fatais®®.
Quando administrado em altas doses, aproximadamente 250 mg kg™, pode exibir
toxicidade resultante do principal metabdlito N-acetil-p-benzoquinona imina (NAPQI)
> O mecanismo proposto (Figura 1.3) para ativagdo metabdlica ocorre através da

oxidagao do paracetamol no grupamento amino a N-hidroxiacetoaminofenol, seguida
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pela formacdo do NAPQI. A NAPQI, uma substancia altamente eletrofilica, pode

reagir facilmente com glutationa ou grupamento tiol das proteinas.

R—S—H
(@) H O
[l /\ [l
(@] N—C—CHjs; 0 N—C—CHjs
NAPQI fenoxiacetoaminofenol
©0—0- O,
anion superéxido ____
l —> HO- —> citoxicidade
radical
HO—OH B hidroxila

peroxido

FIGURA 1.3 Mecanismo reacional mostrando a citotoxicidade do paracetamol
quando ingerida em grandes quantidades’.

O mecanismo da hepatotoxicidade deve-se ao fato do NAPQI ser
capaz de oxidar grupamentos tiois, sofrendo assim um ciclo redox com a formagéo
de anions superéxidos por meio de redugdo com oxigénio. Esta etapa de reducgéo
acaba produzindo peroxidos e por final radical hidroxilas (‘OH), que é forte oxidante

implicado no stress oxidativo celular’.

1.6.3 Métodos de determinacao de paracetamol

1.6.3.1 Medida espectrofotométrica direta

Na literatura existem alguns procedimentos que descrevem a
determinagdo de paracetamol pela medida intrinseca do analito”.

Formulagdes farmacéuticas disponiveis comercialmente podem néo
apenas conter paracetamol como unico principio ativo. Varios produtos comerciais
contém outros principios ativos associados ao paracetamol como potencializador de

seus efeitos, ou com outras finalidades. Em varias formulagdes farmacéuticas
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encontram-se  diferentes principios ativos sendo a determinacido por
espectrofotometria de absor¢do na regidao do UV é dificultada pela sobreposi¢gédo das
bandas’.

A resolugao entre acido acetilsalicilico, paracetamol e salicilamida, bem
como a determinacdo de cafeina, L-acido ascorbico, antioxidante (hidroxianisola
butilada), sedativos e hipnéticos (fenobarbital e secobarbital) e ainda, anti-
histaminicos (prometazina) pode ser realizada empregando o método da 4" derivada
do espectro™.

A curva da 22 derivada do espectro de absorcao foi empregada para a
determinacdo de paracetamol em formulagcbes contendo cafeina e propifenazona
associados, observando a amplitude do sinal em 230 nm (sinal zero para
propifenazona e cafeina). Para os outros analitos, foi necessaria a corregao da
amplitude do pico”’.

ERK e ONUR (1997)"® efetuaram a determinagdo de paracetamol e
analgina associados em formulagdes farmacéuticas utilizando a espectrofotometria
derivativa na regiao do UV. A determinacdo pode ser realizada tomando-se a
amplitude do espectro em 249,2 nm e 264,8 nm, para analgina e paracetamol,
respectivamente.

As determinagbes simultdneas de paracetamol associado a cafeina e
acido acetilsalicilico puderam ser efetuadas utilizando medidas espectrofotométricas
na regidao entre 210 a 300 nm. A eliminacdo da interferéncia pode ser realizada
baseando-se na calibragdo multivariada empregando métodos dos minimos
quadrados parciais’®.

ERK et al.’° estudaram a determinacdo simultanea de paracetamol e
metocarbamol, associados em comprimidos. As medidas foram feitas empregando-
se a amplitude obtida em 243 nm (paracetamol) e 230 nm (metocarbamol) da
primeira derivada do espectro obtido.

Grande numero de procedimentos analiticos empregando sistemas de
analise por injecdo em fluxo contendo acoplado suportes solidos na cela de
deteccdo (optossensores) e detecgcdo na regido ultravioleta foram descritos. Estes
sistemas em fluxos propostos permitiram a determinacdo de paracetamol em
formulagées farmacéuticas contendo substancias associadas, como: (i) cafeina®' (ii)

salicilamida®?, (iii) acido ascérbico®?, (iv) cafeina e acido acetilsalicilico® e (v) cafeina
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e propifenazona **. As figuras de méritos desses sistema em fluxo contendo
optossensores acoplados estdo mostradas na Tabela 1.3.

Dois sistemas em fluxos baseados na absorcédo de radiacao intrinseca
do paracetamol na faixa espectral do infravermelho foram desenvolvido®. Um
sistema em fluxo proposto empregou a configuragdo convencional e outro com
parada de fluxo. As analises foram realizadas empregando-se solugéo de etanol
10% v/v em cloroférmio e medidas em 1515 cm™, usando como linha base a
absorbancia em 1900 cm™. O limite de deteccao obtido foi de 33 ugmL™ e 8 uyg mL™,
para o sistema FIA em modo normal e com parada de fluxo, respectivamente.

A fluorescéncia nativa do paracetamol pode ser empregada para a sua
determinagcdo em formulagdes farmacéuticas. As medidas de fluorescéncia (Aexcitagio
= 333 NnmM € Aemissao = 382 nm) foram feitas diretamente sobre as amostras depois de
pulverizadas. A intensidade de fluorescéncia apresentou-se linear na faixa de
concentragdo 100 a 400 mg g™'. O limite detecc&o variou entre 13 a 16,7 mg g™ para

amostras com diferentes propor¢des de excipientes .
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TABELA 1.3 Figuras de méritos de sistemas em fluxo com detecgdo espectrofotométrica para a determinagdo de paracetamol
empregando optossensores.

Limite de detecgao / Frequéncia de

Concomitante Eluente RSD/% p Linearidade / mol L™ p Ref.
mol L amostragem / h
Cafeina e metanol/agua (10% e >2 4,9x10™ 1,6x10* 2 2,31x10™ 11 4
propifenazona 50% v.v'")
cafeina agua/metanol 10% v/iv.  0,5-2,17  5x10°e 1,3x10° @ 6,6x10° a 1,01x10™ 15 e 20° 81
Salicilamida 0,60 1,6x10™ a 2,6x10™ 36 82
Acido ascorbico  Tampao acetato (pH 5- 1,5 1,4x1077 2,6x10° a 1,6x10™ 30 8
6) e 0,05 mol L' NaCl
(pH 12,5)
Acido HCI040,5 % v/v (pH 1) 87
acetilsalicilico e
cafeina
(-) 0,08 mol L™ NaCl (pH 1,24 1,44x107 3,3x10° a 5,3x10™ 40 8

11)

@solugéo NaOH pH 12,0.
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1.6.3.2 Derivatizacao pela oxidacao

Muitos procedimentos para a analise de principios ativos em
formulagdes farmacéuticas sdo baseados na reacdo de oxidacado do farmaco, com o
subsequente monitoramento do produto oxidado (que apresenta absor¢éo) ou do
excesso de reagente. Varios sdo os agentes oxidantes empregados para essa
finalidade, a saber: hexacianoferrato(lll) de potassio, Ce(lV), dicromato, iodato,
periodato, iodo (l2), MnO, e PbO,. Também s&o encontrados agentes com médio
poder oxidante como 2-iodilbenzoato, cloramina T e ion Fe(lll)"*°.

Uma estratégia para aumentar a sensibilidade em procedimentos
analiticos € empregar reagentes para a conversao da espécie de interesse em uma
forma que permita a medida de absor¢cdo da radiagdo com maior
sensibilidade/seletividade, isto é, obter uma substancia como produto que apresente
maior absortividade molar ().

Nesse sentido, a reagdo de uma mistura de p-diamina aromatica (p-
difenilenodiamina, N,N-diaquil-p-fenilenodiamina) ou um aminofenol (o-, m-, p-
aminofenol, metol) com um componente da reagao, um fenol (ou arilamina) e um
agente oxidante apropriado (KsFe(CN)s, K2S20s, cloramina T, KlO4, FeCls, 2-
iodilbenzoato, N-cloro ou bromosuccinimida)? produz um composto indofendlico (IX),

indoanilina (X) ou indoaminas (XI), que apresenta alta absortividade molar.

Ao oD
( X)

IX) (

N:@ N4<;>7N(CH3)2

(XI)

A oxidagdo do paracetamol a N-acetil-p-bezoquinona imina por
hexacianoferrato(lll) de potassio foi empregada para a determinagdo direta de
paracetamol em um espectrofluorimetro acoplado a um sistema de analise por

injecdo em fluxo®. O produto da reacdo de oxidacdo apresenta fluorescéncia no
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comprimento de onda de 426 nm, apds ter sido excitado em 241 nm. A medida da
variagado da intensidade de fluorescéncia do produto permitiu a determinagdo do
farmaco em uma faixa de concentragéo de paracetamol entre 0,5 a 15,0 ug mL™.

Um sistema de anadlise por injecdo em fluxo com deteccao
espectrofotométrica para a determinagdo de paracetamol foi desenvolvido
empregando-se como oxidante hexacianoferrato de potassio e subsequente reagéo
do produto (N-acetil-p-bezoquinona imina) com fenol em meio amoniacal a 80°C
para produzir a N-(p-hidroxifenil)-p-bezoquinona imina (XIl), um cromdforo que
absorve em 660 nm. Esse procedimento permitiu a determinagdo desse analito em

formulacdes contendo substancias concomitantes como a salicilamida e a cafeina®’.

0O
OH o) (‘S
KsFe(CN)g \
- )
C\ C\
HO™ ~O HO™ SO
OH
(XI)

A oxidacdo do paracetamol com hipoclorito foi empregada na
determinacdo desse analito utilizando um sistema de analise por inje¢do em fluxo
com detecgdo espectrofotométrica®. No sistema desenvolvido, em que substituiu-se
o reagente toxico fenol por salicilato de sodio, a solugdo injetada contendo
paracetamol recebeu por coalescéncia uma solucdo de NaClO. Apds a bobina
reacional uma solugéo de salicilato de s6dio em meio alcalino reagiu com a zona de
amostra. O produto da reagcédo N-[p-hidroxifenil]-p-benzoquinona imina foi monitorado
espectrofotometricamente em 640 nm.

Um sistema de analise por injegdo em fluxo continuo para a
determinacgdo indireta de paracetamol empregando o sistema quimiluminescente
luminol-H2O,-[Fe(CN)s], cuja radiagdo emitida foi proporcional a concentragcdo de

. 93

paracetamol na solucdo injetada foi proposto por ALAPONT et al.”™". O paracetamol
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foi oxidado pelo hexacianoferrato(lll) e o excesso do reagente foi determinado pelo
aumento da magnitude da quimiluminescéncia da reagao entre HyO,, luminol e
Ks[Fe(CN)es] do qual participa como catalisador. Os dados do estudo de recuperagao
das trés amostras (uma sélida e duas liquidas) analisadas nao foram apresentados.

Permanganato foi empregado como agente oxidante em um sistema
para a determinagdo de paracetamol utilizando detecgdo quimiluminescente®. O
paracetamol foi consumido pelo oxidante (5 umol L™;1,7 mL min™) e seu excesso foi
monitorado pela reacdo com luminol (2,5 mmol L™; 1,7 mL min™. Dessa maneira, a
queda do sinal quimiluminescente foi proporcional a concentragdo do paracetamol
em solugado. A faixa linear obtida foi entre 2,5x10® a 2,5x10” mol L™" com um limite
de deteccdo de 1,0x10° mol L. O desvio padrdo relativo para uma solugdo de
paracetamol contendo 1,8x10® mol L™ foi de 2,3% (n=12). A faixa de recuperagao
obtida com o procedimento desenvolvido variou entre 98,2 a 104,4% nas amostras
analisadas.

A formacdo de uma substancia que apresente fluorescéncia € uma
estratégia empregada para o desenvolvimento de metodologias analiticas para a
determinacdo do paracetamol95. O método baseia-se na formacdo de uma
substancia coumarinica obtida pela reacdo entre o paracetamol e etil acetoacetato
em meio de acido sulfurico. A substédncia formada apresenta acentuada
fluorescéncia (Lexcitagso = 446 NM € Aemissao = 478 Nm). A curva analitica foi linear para
uma faixa de concentracéo entre 0,1 a 0,4 yg mL™, com um limite de detecgéo de 57
ng mL™.

Um sistema de anadlise por injegdo em fluxo com detecgao

espectrofotométrica foi proposto por VERMA et al.®

empregando 2-iodilbenzoato
como agente oxidante. O produto da reagao (N-acetil-1,4-benzoquinona imina) foi
monitorado em 445 nm. O estudo da recuperacao variou entre 96,3 a 105,2% nas
amostras analisadas. O desvio padrdo relativo variou entre 0,5 a 2% e uma
freqiéncia de amostragem de 360 amostras por hora foi obtida.
MARTINEZ-CALATAYUD e BENITO®' desenvolveram um sistema de
analise por injecdo em fluxo com deteccao espectrofluomiétrica para determinagéo
do paracetamol. Neste sistema, o paracetamol reage com hexacianoferrato(lll)

imobilizado em resina aniénica e o produto da reacao fluorescente foi detectado.



Introducgéao

TABELA 1.4 Figuras de méritos de sistemas em fluxo para determinagédo de paracetamol em formulagdes farmacéuticas.

25

B Linearidade Limite de deteccgao Frequéncia de
Detecgéo reagente y p RSD / % p Ref.

/ mol L / mol L amostragem / h
Quimiluminescente KMnO4/luminol 2,5x10° a 2,5x10™" 1,0x107° 2,3 17 11
Espectrofotométrica [Fe(CN)g]* /fenol 1,6x10° a 2x10* ND 0,4 26 91
Espectrofotométrica [Fe(CN)g]*74cido 3,3x10° a 6,6x10™ 1,6x10® <1 80 92

salicilico

Quimiluminescente  luminol-H.Ox-[Fe(CN)s]*  1,6x10™ 8,3x10 1,4x107° 2,2 87 93
Espectrofotométrica 2-iodilbenzoato 5,3x10° a 6,6x10™ 2,0x10°® 0,5-2,0 360 95

ND: ndo determinado.
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1.6.3.3 Reacgao de hidrolise

A reacao de hidrolise do paracetamol tem como produto o p-
aminofenol®. Esta substancia tem a capacidade de sofrer reacdes de acoplamento
das mais diversas. A etapa de hidrélise do paracetamol tornou-se uma estratégia
interessante para o desenvolvimento de procedimentos analiticos’™°.

Os principais métodos descritos para a  determinagao
espectrofotométrica de paracetamol que empregam a derivatizagdo do produto da
reacdo de hidrélise, formando uma substancia indofenol como produto para ser
monitorado sao indicados na Tabela 1.5.

A hidrolise basica do paracetamol empregando o Tiron (acido 4,5-
dihidroxo-1,3-benzeno disulfénico) como reagente para produgdo de um croméforo
para determinagdo da concentracdo de paracetamol em formulacées farmacéuticas

foi proposto para determinagao de paracetamol em formulagdes farmacéuticas.

CRIADO et al.?® desenvolveram um sistema de analise por injecdo em
fluxo continuo para a determinacdo de paracetamol contendo acoplado ao sistema
um forno de microondas, acionado a uma poténcia de 250 W apés 30 s da injegao
da solugdo de amostra ou referéncia, como fonte de energia para promover a
hidrolise alcalina do analito. Apds o forno foi necessario acoplar um banho de gelo
para resfriamento do fluxo emergente do forno. O produto da reagao, p-aminofenol,
reage em seguida com um fluxo de o-cresol em meio de NaOH 3,5 mol L. O

produto da reagao foi monitorado em 620 nm.

A mesma estratégia de hidrdlise foi empregada no desenvolvimento de
um sistema de analise por inje¢gdo em fluxo empregando radiagdo microondas para
hidrélise alcalina em linha®”. O produto da reacéo, 4-aminofenol, reagiu em seguida
com 8-hidroxiquinolina na presenca de periodato de potassio para a obtencido da
substancia indofenol, que foi monitorada em 608 nm.

FILIK et al.?® propuseram um sistema de analise por injecéo seqiiencial
em que o produto da hidrolise alcalina de paracetamol reage com 2,2'-(1,4-
fenilenedivinileno) bis-8-hidroxiquinolina (PBHQ) formando uma substéncia que

absorve em 650 nm.
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TABELA 1.5 Reagentes utilizados na determinagdo de paracetamol apos a reagéo
de hidrdlise do farmaco

OH
HO
Tiron
NaO3S SO3Na

OH
CH
o-cresol ©/ 3
| ~N
8-hidroxiquinolina N/

OH

PBHQ

PBHQ: 2,2'-(1,4-fenilenedivinilene) bis-8-hidroxiquinolina.
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TABELA 1.6 Figuras de méritos de sistemas de analise por injecdo em fluxo para a
determinagao de paracetamol empregando reagao de hidrdlise

Reagentes gLmol’ecm”?  nm Limite Curva analitica Ref.
de deteccéao

o-cresol 6,05x10* 620 1,3x10® 4x10°a 1,2x10* 20
Tiron 1,1x10* 600 1,2x10°° 1x10->a 1x10™ 9
8-hidroxiquinolina 2,0x10* 608 1,3x10° 1,1 a3,2x10° o7
PBHQ 3,4x10* 650 6x107 2,9x10° a 3,6x10°
S%/Fe 3,2x10° 540 1,3x10°° 0a 3,0x10™ 100
NQS 1,118x10* 570 2,8x10° 6,6x10%a 1,3x10*

PBHQ: 2,2'-(1,4-fenilenedivinilene) bis-8-hidroxiquinolina.

A reacdo de nitrosagao do paracetamol, que produz uma substancia
estavel que absorve em 430 nm em meio alcalino, foi empregada para o

desenvolvimento de sistemas em fluxo com deteccio espectrofotométrica’®? "%,

1.6.3.4 Métodos eletroanaliticos

Um sistema de anadlise por injecdo em fluxo com deteccao
biamperométrica para a determinacdo indireta de paracetamol foi descrito por
GALVEZ et al.'®. Neste sistema, foi empregado o par redox Fe(lll)/Fe(ll) e VO3
/VO," para a quantificagcdo do farmaco. A curva analitica foi linear para a faixa de
concentragdo de paracetamol de 0,1 a 7 ug mL™" empregando Fe(lll)/Fe(ll) e até 20
ng mL™" empregando VO5/VO,* como reagente. Os desvios padrdo relativos foram
menores que 1,6% (n=10) para ambos os sistemas e a frequéncia de amostragem
obtida foi de 149 e 79 h™' empregando Fe(lll)/Fe(ll) e VOs/ VO,* como reagentes,
respectivamente.

Modelos matematicos contribuiram para a determinacéo simultanea de
paracetamol e fenobarbital em formulagées farmacéuticas empregando voltametria
de pulso diferencial e eletrodo de carbono vitreo. O emprego de dois métodos
matematicos, minimos quadrados parciais (PLS) e componente de regressao

principal (PCR), foi necessario devido a sobreposi¢do dos voltamogramas dos dois
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analitos. A curva analitica foi linear para uma variagdo na concentracdo de
paracetamol entre 0,9 a 11,7 mg L™ "%,

VIEIRA et al.'” desenvolveram um procedimento baseado na
formacgao do produto da oxidagcdo do paracetamol, N-acetil-p-benzoquinona imina,
empregando enzima peroxidase extraida de pepino (Cucurbita pepo) imobilizada em
um eletrodo de pasta de carbono. A determinagao foi realizada reduzindo a N-acetil-
p-benzoquinona imina a paracetamol a -0,10 V. Os voltamogramas ciclicos foram
obtidos entre +0,5 a -0,5 V. A intensidade de corrente de reducgao foi proporcional a
concentracdo de paracetamol, obtendo-se uma curva analitica linear entre 1,2x10™ a

2,5x107 mol L™, com um limite de deteccéo de 6,9x10° mol L™,

1.7 Acetilcisteina

1.7.1 Aspectos gerais

A acetilcisteina tem uma atuagdo importante, pois participa da
producao da glutationa, um importante antioxidante hidrossoluvel e cofator essencial
para enzimas antioxidantes®®. Ainda, apresenta propriedades mucoliticas e
hepatoprotetoras®. A acetilcisteina € empregada em casos agudos de bronquite "%,

bem como na protecgdo das doencas pulmonares'®.

1.7.2 Propriedades Mucoliticas

Expectorante é denominagédo genérica que se aplica a recursos fisicos
e a drogas que facilitam a produgdo e/ou eliminagdo das secreg¢des bronquiais.
Grande numero de drogas tém sido usado como expectorante, atuando por
mecanismo nem sempre elucidados®®. Entre os fluidificantes empregados
atualmente, destacam-se: o vapor d’agua; CO, que atua de varias maneiras; acido
benzdico e benzoatos; acetatos; iodetos (I), comumente representados pelos

iodetos de sédio e potassio; surfactantes; além dos mucoliticos.
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Das substancias mucoliticas experimentadas, a acetilcisteina foi a que
apresentou resultados mais vantajosos, sendo utilizada de diversas maneiras, tanto
inalacdo, bem como via oral.

A acetilcisteina € empregada para fluidificar o muco e facilitar a
expectoragdo. Recentemente, tém-se usado a acetilcisteina associada a
surfactantes e algumas enzimas proteoliticas em aerossol. A acetilcisteina liquefaz o
muco, mas nao tem efeito sobre a fibrina, os coagulos de sangue e tecidos vivos.
Sua agao é diretamente nas mucoproteinas, abrindo a ligagao dissulfeto, levando a
uma diminui¢cao da viscosidade do muco. Sua atividade € maxima em valores de pH
7 e 9. Seu efeito maximo se produz ao fim de 10 a 15 minutos, depois da

administragao®.

1.8 Determinacao de acetilcisteina

Substancias oxidantes com potencial de oxidagdo mediano, como o
Fe(lll) pode ser empregado para a determinagao de acetilcisteina''®. A quantidade
de Fe(ll) produzida na reagéo € equivalente a concentragao de acetilcisteina. Varias
sdo as substancias que permitem a quantificacdo de Fe(ll) por meio da formacgao de
complexos que absorvem radiacdo, permitindo o desenvolvimento de procedimentos
espectrofotométricos para a determinacdo indireta de acetilcisteina. Entre eles,
destacam-se um reagente muito sensivel para a determinagao de Fe(ll), 3-(2-piridil)-
5,6-bis(acido 4-fenilsulfénico)-1,2,4-triazina de sodio (XIlIl), empregado para a
determinacao de acetilcisteina em formulagbes farmacéuticas em procedimento
espectrofotométrico em batelada’'. Outro reagente frequentemente empregado é a
1,10-fenantrolina  (XIV)>"'%"'2 A quantificagdo de acetilcisteina foi obtida
monitorando-se o Fe(ll) produzido pela formagdo do complexo colorido em um

procedimento em batelada’">.
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(X111 (XIV)

Diversos principios ativos tém sido determinados pela radiagao
quimiluminescente produzida durante sua oxidacdo por um oxidante forte’®. O
permanganato em meio acido oxida a acetilcisteina a acetilcisteina dissulfeto com
liberacdo de uma fraca radiacdo quimiluminescente. O fluoréforo quinina foi
empregada por LI et al.’® para acentuar a radiagdo emitida em um sistema de
analise por injecao em fluxo para a determinacédo de acetilcisteina em farmacos. O
mesmo comportamento quimiluminescente foi observado para outros tidis, a saber:
cisteina, glutationa e captopril.

A reacao entre acetilcisteina e o-quinona produzida pela reagao entre
polifenol oxidase fungica e o substrato o-difenol, foi empregado para a determinagao
indireta de acetilcisteina utilizando um método cinético. O procedimento baseia-se
na medida da fase lag na formagao do produto da reacéo enzimatica, o-quinona''®,

Outra reacdo de oxido-redugcdo empregada para a determinagao
indireta de acetilcisteina em formulagdes farmacéutica € promovida pelo iodo (I3).
Um sistema em fluxo de linha unica empregando um eletrodo de prata recoberto
com iodeto de mercurio foi utilizado para a determinagdo da quantidade de iodeto (I)
produzida na oxidac&do de acetilcisteina’"®.

O acido 1,2-naftoquinona-4-sulfénico (XV) ¢é freqlientemente
empregado para a determinag&o de principios ativos em farmacos, substéancias que
contém dois atomos de hidrogénio reativos sob um atomo de nitrogénio, ou carbono,
como aminas primarias e secundarias, aminoacidos (equagao 3). Seu emprego tem

sido amplo na determinagéo de farmacos®'*"",
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Um procedimento para a determinacdo de acetilcisteina baseado na
sua reagdo com NQS foi empregado para a determinagao indireta de acetilcisteina
em formulacdes farmacéuticas. Depois da reacdo da acetilcisteina com NQS, esse
foi reduzido a acido 1,2-dihidroxinaftaleno-4-sulfénico que apresenta fluorescéncia
(hexcitaggo €M 318 NM € Aemissao €M 480 nm)m. O procedimento fluorimétrico proposto
foi também aplicado para quantificagado de captopril, D-penicilamina em formulag¢des
farmacéuticas.

A reacdo de oxidacdo da acetilcisteina’® com [Fe(CN)]> leva a
formacao do [Fe(CN)6]4'. A quantidade formada €& proporcional a concentragao do
analito que pode ser monitorada pela reagao com Fe(lll) formando o azul da Prussia,
que absorve em 700 nm?. Essas reacdes foram empregadas por LENARCZUK et
al.""® no desenvolvimento de um optossensor que permitiu a determinacéo indireta
de mercapto-compostos, como a acetilcisteina.

CARMO et al.""® desenvolveram um eletrodo com pasta de carbono
contendo nitroprussiato de ferro(ll) imobilizado. A determinagao de acetilcisteina em
formulagbes farmacéuticas foi realizada a corrente gerada pelo par redox
[Fe?*(CN)sNOJ/[Fe* (CN)sNO], empregando a técnica de voltametria ciclica.

As aminas primarias reagem rapidamente com o-ftalaldeido na
presengca de um tiol para resultar em 1-alquiltio-2-alquil-substituidas isoindols, que
apresentam fluorescéncia'®. A determinacédo espectrofotométrica do produto da
reacado entre acetilcisteina, o-ftalaldeido e isoleucina a pH 9,5 possibilitou a
determinacdo de acetilcisteina em formulagdes farmacéuticas'?’. Esta mesma
reacao quimica foi utilizada para o desenvolvimento de um sistema de analise por
injecdo em fluxo para a determinacdo de acetilcisteina em formulagdes

farmacéuticas com deteccdo espectrofotométrica’®.
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A capacidade da acetilcisteina formar complexos com Pd?* em meio
acido que absorve em 380 nm foi explorada para o desenvolvimento de dois
sistemas em fluxo, um em linha Unica e outro com injecdo do reagente, para
quantificacédo de acetilcisteina'?.
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TABELA 1.7 Figuras de mérito de procedimentos analiticos para a determinagao de acetilcisteina

N ] Limite de .
Reagentes Detecgéo Curva analitica / mol L B Referéncia
deteccao

Fe(lll)-ferroina Espectrofotométrica 4,5 a 80x10° 2,3x10° s
OPA e isoleucina Espectrofotométrica 3,06x10° a 3,0x10™ 9,1x107 121
Fe(lll)-ferrozina Espectrofotométrica 1,22x107 a 3,67x107° ND "
[Fe(I1)(CN)sNO] Voltametria ciclica 9,6 x10*a 1,4 x 107 1,9 x 10™ 19
NQS Fluorimétrica 3,06x10° a 2,7x107 ND "

NQS= acido 1,2-naftoquinona-4-sulfénico;
OPA: o-ftalaldeido.

TABELA 1.8 Figura de mérito de sistema em fluxo para a determinacao de acetilcisteina em formulagdes farmacéuticas

Reagentes Detecgéao Curva analitica / mol L™ Frequéncia Referéncia
amostragem
Fe(lll) Espectrofotométrica 3,5x10° a 4,3x10™ 60 e
KMnO, Quimiluminescente 3,06x107 a 1,22x107 120 4
I3 Potenciométrica 4,0x10° e 1,0x10° 40 e
Pd?* Espectrofotométrico® 5,0x10° a 5,0x102 45 123

dempregando a configuragdo de picos duplos.
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Os objetivos desse trabalho de tese compreendem o desenvolvimento
de sistemas de analise por injecao em fluxo com detecgado espectrofotométrica para
a determinacdo de furosemida, paracetamol e acetilcisteina em formulagdes
farmacéuticas. Nestes sistemas em fluxo, a substituicdo dos reagentes de alta
toxicidade, a redugéo do volume e/ou tratamento em fluxo dos residuos gerados nos

sistemas em fluxo serdo implementados.



3 Parte Experimental
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3.1 Instrumentacao

3.1.1 Balanga analitica

Todas as pesagens foram feitas utilizando-se uma balanga analitica

Mettler, modelo H10 com precisédo de +0,1 mg.

3.1.2 pHmetro

As determinacdes de pH das solugdes foram feitas em um pHmetro
Orion, modelo EA 940.

3.1.3 Eletrodo de vidro combinado

As determinagdes de pH foram realizadas usando-se um eletrodo de
vidro combinado Analion, modelo V 620, com um eletrodo de referéncia de Ag/AgCl,

contendo uma solugdo de KCI 3,0 mol L.

3.1.4 Espectrofotometros

Nos sistemas FIA desenvolvidos neste trabalho as determinacbes
espectrofotométricas foram realizadas com um espectrofotdmetro de feixe simples
Femto, modelo 435 com cela de fluxo de vidro Hellma® (caminho éptico de 1,00 cm e
volume de 180 pL).

As demais medidas espectrofotométricas foram feitas em um
espectrofotdbmetro com arranjo linear de diodos Hewlett Packard, modelo 8452A,

empregando-se uma cubeta de quartzo de 1,00 cm de caminho 6ptico.
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3.1.5 Bomba peristaltica

Para propulsédo das solugdes de reagentes e amostras utilizou-se uma

bomba peristaltica Ismatec IPC-12 (Zurique, Suiga) com 12 canais.

3.1.6 Tubos e conexoes

Foram empregados tubos e conexdes de polietiieno com didmetro
interno de 0,8 mm para confecgcédo das bobinas reacionais, algas de amostragem e
linhas de conducdo das solugcdes de referéncia e amostras. Os tubos de propulsao

utilizados foram de Tygon® de diferentes diametros internos.

3.1.7 Injetor comutador

As amostras e solugdes de referéncia foram introduzidas no sistema de

fluxo utilizando-se um duplo injetor comutador manual 2-3-2 construido em acrilico®.

3.1.8 Registrador

Para registros dos sinais obtidos utilizou-se um registrador x-t, de dois
canais Cole Parmer (Niles, IL, USA), modelo 1202.0000.

3.1.9 Camara de irradiagao ultravioleta

Uma minilampada fluorescente ultravioleta com 28 W de poténcia e
reator eletrdbnico acoplado foi adaptada em uma caixa de polietileno preta (60 x 25 x
25 cm). Um tubo de extensdo de PTFE de 310 cm foi enovelado ao redor da
lampada e recoberto com papel aluminio para maior aproveitamento da radiacao

emitida.
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3.2. Sistema de analise por injecao em fluxo com detecgao
espectrofotométrica para a determinacao indireta de furosemida

empregando hipoclorito e o-tolidina como reagentes

3.2.1 Reagentes e solugoes

A solucdo estoque de furosemida 4,1x10° mol L' foi preparada
dissolvendo-se uma massa de 135,2 mg de furosemida (Henrifarma, Brasil) em um
baldo volumétrico de 100 mL com solucdo de NaOH 1,25x10% mol L™ e o volume foi
completado com a mesma solucao. As solugdes de referéncia foram preparadas por
diluicbes apropriadas da solugcdo estoque em baldes de 25 mL, completando-se o
volume com a solugéo de NaOH 1,25x102 mol L.

A solugdo estoque de o-tolidina 3,50x10° mol L' foi preparada
dissolvendo-se 100 mg desse reagente (Sigma) em um baldo volumétrico de 100 mL
com agua desionizada. A solugéo de trabalho de o-tolidina 9,0x10™ mol L™ foi obtida
pela diluigdo adequada em um baldo volumétrico de 250 mL, completando-se o
volume com solugdo de HCI 1,9x10™ mol L™.

A solucao estoque de hipoclorito de sédio foi preparada diluindo-se 2
mL da solugdo concentrada (Vetec, S&o Paulo) em um baldo volumétrico de 250 mL
e o volume foi completado com agua desionizada. A solugéo de trabalho foi obtida
diluindo-se 2,0 mL da solugdo estoque em um baldo volumétrico de 250 mL e o
volume foi completado com solugdo NaOH 1,25x10 mol L.

As amostras foram adquiridas no comércio local:

e Lasix® (Aventis Pharma LTDA, Suzano, SP) contendo 20

comprimidos de 40 mg de furosemida por comprimido;

e Furosem® (Medley SA IndUstria Farmacéutica, Campinas, S3o Paulo)

contendo 20 comprimidos com 40 mg de furosemida por comprimido;

e Furosemida Composto (Medley SA Industria Farmacéutica,

Campinas) contendo 20 comprimidos com 40 mg de furosemida por

comprimido associado com 50 mg de cloreto de potassio;

e Hidrion® (Laboratério Gross S.A, Rio de Janeiro, RJ) apresentado

com 30 comprimidos com 40 mg de furosemida por comprimido e 100

mg de cloreto de potassio;
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e Diurisa® (Eurofarma Laboratérios Ltda, S0 Paulo) apresentado com
embalagem de 20 comprimidos contendo 40 mg de furosemida

associado a 10 mg de amilorida.

3.2.2 Preparo das amostras e determinagao de furosemida

Foram pesados e triturados cerca de 10 comprimidos de cada amostra
em almofariz. Massas exatamente pesadas do pdé contendo furosemida foram
transferidas para balées volumétricos de 100 mL contendo aproximadamente 60 mL
de solugdo de NaOH 1,5x10mol L™'. Apos agitacdo, o volume foi completado com a
mesma solugdo de hidroxido, seguida de filtragdo. As solugdes foram
adequadamente diluidas com solucdo de NaOH 1,5x102 mol L™ e a curva analitica

foi entdo obtida. As amostras foram analisadas pelo método em fluxo proposto.

3.2.3 Método comparativo

O método comparativo empregado na determinagcéo de furosemida foi
o da Farmacopéia Britanica'®*. As solugdes de amostra contendo furosemida foram
dissolvidas em solugdo de NaOH 0,100 mol L e a determinacdo foi realizada
medindo-se a absorbancia em 274 nm. A absorbancia obtida foi comparada com o
valor de absorbancia obtido de uma solucgdo de referéncia de furosemida 2,0x10™

mol L', preparadas nas mesmas condigdes que as solucdes de amostras.

3.2.4 Diagrama esquematico do sistema de analise por injecao em
fluxo com deteccao espectrofotométrica para a determinagcao de

furosemida empregando hipoclorito e o-tolidina como reagente

A Figura 3.1 apresenta a diagrama esquematico do sistema de analise
por injecdo em fluxo com deteccdo espectrofotométrica para a determinagao de

furosemida em formulagbes farmacéuticas. Neste sistema, quando o injetor é
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comutado para a posi¢cao de analise, um volume de 375 uL da solugdo de amostra
ou de referéncia contendo furosemida foi inserido em um fluxo transportador de
NaOH 1,5x10mol L™ a 2,0 mL min™, sendo entdo deslocada até a confluéncia X,
onde recebe um fluxo de NaClO 1,2x10* mol L™. Apds a oxidacdo da furosemida
pela solugdo de NaClO, o excesso de hipoclorito presente na zona de amostra
dispersa é transportado para a confluéncia Y, onde recebe um fluxo de solugéo de o-
tolidina 9x10™° mol L™ sendo monitorado espectrofotometricamente em 430 nm (D).
A variacido da absorbancia promovida pelo consumo de hipoclorito devido a reagao
com a furosemida na zona de amostra foi proporcional a concentracédo de
furosemida presente na solugdo de amostra/referéncia injetada. A destruicdo de o-
tolidina e seus produtos gerados no sistema em fluxo armazenados no frasco E,
foram destruidos “on line” apds receber o fluxo de solucdo de perdxido de
hidrogénio, a uma vazao de 0,9 mL min” e a radiacdo ultravioleta (380 nm) que

incide sobre reator helicoidal de PTFE (310 cm x 0,8 mm d.i.) na camara de

radiagao.
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FIGURA 3.1 Sistema de analise por injecao em fluxo usado para a determinacgao de
furosemida em formulagdes farmacéuticas. C: solu¢ao transportadora (NaOH 1,5x1072
mol L™; 2,0 mL min™); C4: solugao de hipoclorito de sédio 1,2x10* mol L' em NaOH
1,5x102 mol L™ (1,4 mL min™), Cz:solugdo de o-tolidina 9x10° mol L' em HCI
1,9x10™" mol L™ (0,7 mL min™); Cs: solugdo de perdxido de hidrogénio 0,22 mol L™
(0,9 mL min™); L: alca de amostragem (375 pL); B1; B, e B3: bobinas reacionais (40,
60 e 310 cm, respectivamente); D: espectrofotdmetro (430 nm); E: residuo aspirado
a 1,2 mL min”; Cr: cdmara de radiagdo contendo a lampada que emite radiagdo
ultravioleta (380 nm); S: solugao de referéncia ou amostra e W: descarte. As setas
indicam o sentido do fluxo das solugdes. A bomba peristaltica ndo esta indicada na
Figura.
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3.2.5 Sistema em fluxo empregado para avaliagao da degradacao

do residuo gerado

A Figura 3.2 apresenta a configuragao do sistema em fluxo empregado
para avaliacdo da degradagao do residuo gerado pelo sistema em fluxo proposto
para a determinacdo de furosemida. Neste sistema em fluxo, a solugdo
transportadora e os reagentes (hipoclorito de sodio e o-tolidina) sdo propulsionados
pela bomba peristaltica a vazado descrita na legenda da Figura 3.1. Para avaliar a
degradacgao do residuo gerado e descartado no frasco W, empregou-se um canal da
bomba peristaltica (C4) que propulsiona a solugdo do frasco E para a bobina
reacional B; com comprimento de 310 cm, enovelada sobre a lampada UV (A=380
nm). Na confluéncia Z, a solugdo do residuo recebe uma solugdo de peroxido de

hidrogénio (H202), que promovera a geragao de radicais hidroxilas.

' \VAVAVAY4
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FIGURA 3.2 Configuragdo do sistema em fluxo para estudo da fotodegradacéo do
residuo gerado na determinagao de furosemida. C: solugdo de NaOH 1,5x10? mol L™
C+: solugdo de hipoclorito de sédio 1,2x10™* mol L™"; Cy: solugdo de o-tolidina 9x10°
mol L™"; Cs: solugdo de H,0, 0,22 mol L™ (0,9 mL min™"); B1: bobina reacional de 40
cm; By: bobina reacional de 60 cm; CR: camara de radiacido contendo a bobina
reacional de 310 cm e a lampada (A = 380 nm); BP: bomba peristaltica; X, Y e Z:
confluéncias; E: frasco contendo residuo; e W; descarte.
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3.3 Sistema de analise por injecao em fluxo com detecgao
espectrofotométrica para a determinacao indireta de paracetamol

empregando hipoclorito e o-tolidina como reagente

3.3.1 Reagentes e solugodes

A solugdo estoque de paracetamol 6,6x10° mol L' foi preparada
dissolvendo-se 100,0 mg desse farmaco (Sigma) em um baldo volumétrico de 100
mL e o volume foi completado com agua desionizada.

A solugao estoque de HCI 4,8x102 mol L™ (Vetec, Séo Paulo) foi obtida
diluindo-se uma aliquota de 4 mL do acido concentrado em um baldo volumétrico de
1.000 mL, sendo padronizada com solugao precisamente padronizada com solugao
de NaOH.

A solucdo estoque de o-tolidina foi preparada conforme item 3.2.1. A
solugdo de trabalho de concentragdo 9,8x10° mol L™ foi obtida diluindo-se um
volume adequado em um baldo volumétrico de 250 mL e o volume foi completado
com uma solucgéo de HCI 1,9x10™ mol L™.

A solugdo tampao borato 0,05 mol L™ (Mallinckrodt, Italia) foi preparada
dissolvendo-se 4,520 g de borato de so6dio em cerca de 180 mL de agua
desionizada. A acidez foi ajustada a pH 9,0 com solugdo concentrada de NaOH 1,0
mol L. A solucdo obtida foi transferida para um baldo volumétrico de 250 mL e o
volume completado com agua desionizada.

A solucdo estoque de hipoclorito de sddio foi obtida diluindo-se um
volume da solugéo concentrada de hipoclorito de sodio (VETEC, Sdo Paulo) em um
baldo volumétrico de 250 mL e o volume completado com agua desionizada. A
solucao de trabalho foi obtida diluindo-se uma aliquota dessa solugdo em um baléo
de 250 mL com uma solugéo tamp&o borato 0,05 mol L™ (pH 9,0).

As amostras utilizadas para a determinacdo foram adquiridas no
comércio local:

e Cibalena® (Novartis Industria Farmacéutica, S. B. dos Campos, SP),

embalagem com 20 comprimidos contendo 150 mg de paracetamol,

200 mg de acido acetilsalicilico e 50 mg de cafeina por comprimido;
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e Tylenol 500%°, Tylenol 750° e Tylenol DC® (Janssen-Cilag
Farmacéutica, Sao José dos Campos, SP);

e Tyramol 750® (Laboratérios Farmacéuticos Caresse, S3o Paulo, SP),
blister contendo 4 compridos com 750 mg de paracetamol por
comprimido;

e Paracetamol 500° (EMS Sigma Pharma, Hortolandia, Sdo Paulo),
blister contendo 10 compridos com 750 mg de paracetamol por
comprimido;

e Resfry® (Laboratério Neo Quimica Com. Ind. Ltda, Anapolis, GO),
apresentado com 20 comprimidos contendo 200 mg de paracetamol,
2 mg de maleato de dexaclorfeniramina e 15 mg de cafeina;

e Paracetamol® (Eurofarma Laboratérios Ltda, S3o Paulo) blister
contendo 10 comprimidos com 500 mg de paracetamol por

comprimido.

3.3.2 Preparo das amostras e determinagao de paracetamol

Amostras contendo paracetamol foram adquiridas no comércio e
analisadas pelo sistema em fluxo proposto.

Cerca de dez comprimidos foram triturados e quantidades exatamente
pesadas foram transferidas para baldes volumétricos de 100 mL dissolvidos em
agua desionizada por 30 minutos sendo o volume foi completado, seguido de
filtracdo. Diluicdes posteriores foram realizadas para a obtencdo de solugdes com
concentracido de paracetamol dentro da faixa linear da curva analitica.

Para a solucdo oral, aliquota de 2 mL foi transferida para um baldo
volumétrico de 100 mL e o volume foi completado com agua desionizada. Diluigdo
posterior foi realizada para a obtencdo de uma concentracdo aproximada de

paracetamol 1,0x10* mol L™.
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3.3.3 Método comparativo

As amostras foram analisadas pelo método espectrofotométrico de
determinacao direta de paracetamol baseado na absor¢édo do paracetamol em 243
nm descrita na Farmacopéia Americana®®. Massas acuradamente pesadas das
amostras foram diluidas em NaOH 0,01 mol L™ e sua absorbancia foi obtida e
comparada com uma curva analitica na qual os padrdes foram preparados com a

mesma solucédo de NaOH 0,01 mol L™.

3.3.4 Diagrama esquematico do sistema de analise por injegdo em
fluxo com deteccao espectrofotométrica para a determinagao
indireta de paracetamol empregando hipoclorito e o-tolidina como

reagente

O diagrama do sistema em fluxo para a determinagdo de paracetamol
esta apresentado na Figura 3.3. Neste sistema de analise por injecao em fluxo, as
amostras ou solug¢des padrdes foram injetadas com auxilio de um injetor comutador
em uma solucdo transportadora (dgua desionizada; 2,2 mL min™) que recebe no
ponto de confluéncia X solugédo de hipoclorito de sddio em solugdo tampéo borato
0,05 mol L™ (pH 9,0). Apds o paracetamol sofrer oxidagdo, o excesso de hipoclorito
na zona de amostra reage com um fluxo de o-tolidina. A quantidade de hipoclorito foi
continuamente monitorada pela reagdo com o fluxo de o-tolidina monitorado
espectrofotometricamente em 430 nm, gerando a linha base. A diminuigdo da
absorbancia (AA) causada pelo consumo de CIO™ foi proporcional a concentragao de
paracetamol na solugcao injetada. A degradagdo do excesso de o-tolidina
armazenada em E foi destruido “on line” pela adicdo em fluxo de solugdo de
perdxido de hidrogénio a uma vazao de 1,2 mL min™ e radiagéo ultravioleta (28 W)
que incide sobre reator helicoidal de PTFE de 310 cm (Bs).
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FIGURA 3.3 Sistema de analise por injecdo em fluxo para a determinagdo de
paracetamol em formulagbes farmacéuticas empregando hipoclorito e o-tolidina
como reagente. C: agua desionizada (2,2 mL min™); C4: solugdo de hipoclorito de
sédio 9,4x10™° mol L™ em solugdo tampao borato 0,05 mol L™ (0,9 mL min™); Cy:
solugdo de o-tolidina 9,8x10° mol L™ (1,6 mL min™); Cs: solugdo de peréxido de
hidrogénio 0,22 mol L™ (0,9 mL min™); I: injetor-comutador; L: (400 pL); By e By:
bobinas reacionais (75 e 310 cm, respectivamente); D: espectrofotdbmetro (430 nm);
E: residuo aspirado a 1,2 mL min™'; CR: camara de radiacdo contendo lampada que
emite radiagao ultravioleta (380 nm) e W: descarte. As setas indicam o sentido do
fluxo das solugcdes. A bomba peristaltica nao esta indicada na Figura.

3.4. Sistema de analise por inje¢gdo em fluxo reverso com detecgao
espectrofotométrica para a determinacao direta de paracetamol

empregando nitrito de sédio como reagente

3.4.1 Reagentes e solugodes

A solugdo de HCI 2,4x102 mol L™ foi preparada diluindo-se uma
aliquota de 2,0 mL da solugdo concentrada (Vetec, Sdo Paulo) em um béquer
contendo cerca de 50 mL de agua desionizada. Esse volume foi transferido para um
baldo volumétrico de 1.000 mL e o volume foi completado com agua desionizada,

sendo adequadamente padronizada.
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A solugdo estoque de paracetamol 1,0x102 mol L' foi preparada
dissolvendo 160,0 mg do farmaco (Synth) em um baldo volumétrico de 100 mL com
solugdo de HCI 2,4x102 mol L. As solugdes de referéncia foram obtidas pela
diluicdo adequada dessa solugcdo estoque em baldes volumétricos de 50 mL e o
volume foi completado com solugdo de HCI 2,4x10 mol L™,

A solugdo de NaNO, 8,2x102 mol L™ (Carlo Erba, Italia) foi preparada
dissolvendo-se 279,0 mg do sal em um baldo volumétrico de 50 mL e completando-
se 0 volume com agua desionizada. Esta solugdo foi preparada e padronizada
diariamente.

Amostras de formulagdes farmacéuticas apresentadas na forma de
comprimidos e liquidos foram adquiridas no comércio local:

e Paracetamol® (Medley S.A Industria Farmacéutica, Hortolandia, Sao

Paulo), frasco com 15 mL de solug&o contendo 200 mg por mililitros de

paracetamol.

« Cibalena® (Novartis Industria Farmacéutica, S. B. dos Campos, SP)

apresentado com blister de 4 comprimidos contendo 200 mg de acido

acetilsalicilico, 150 mg de paracetamol e 50 mg de cafeina por
comprimido;

e Saridon® (Produtos Roche Quimicos e Farmacéuticos S.A., Jaguaré,

Sao Paulo), 4 comprimidos contendo associado 250 mg paracetamol,

50 mg de cafeina e 150 mg de propifenazona;

e Tylenol 500® Tylenol DC®; Tylenol 750%; Tylenol Gotas® (Janssen-

Cilag Farmacéutica, Sao José dos Campos, SP);

e Resfry® (Laboratério Neo Quimica Com. Ind. Ltda, Anapolis, GO)

apresentado com 20 comprimidos contendo 200 mg de paracetamol, 2

mg de maleato de dexaclorfeniramina e 15 mg de cafeina;

e Paracetamol G 750® (Eurofarma) apresentado com 8 comprimidos

contendo 750 mg de paracetamol por comprimido;

e Tyramol 750® (Caresse) apresentado com 4 comprimidos contendo

750 mg de paracetamol por comprimido;
e Vick Pyrena® (Procter & Gamble, Louveira, SP) apresentado com 6

comprimidos.
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3.4.2 Preparo das amostras e determinagao de paracetamol

Para as formulagbes comercializadas na forma sélida, cerca de dez
comprimidos foram exatamente pesados e triturados com auxilio de um almofariz e
pistilo. Uma massa exatamente pesada de paracetamol foi transferida para um baléo
volumétrico de 100 mL e dissolvido com solucdo de HCI 2,4x102 mol L. Em
seguida, o volume foi completado com solugdo de HCI 2,4x102 mol L™ e a solugdo
foi em seguida filtrada. Uma aliquota foi transferida para baldo volumétrico de 25 mL
e o volume completado com solucdo de HCI 2,4x102 mol L. Essa solugéo assim
obtida apresentava uma concentragdo de 5,5x10* mol L™, dentro da faixa da curva
analitica, sendo entdo empregada para a determinagdo de paracetamol com o
sistema FIA proposto.

Nas formulagbes liquidas, uma aliquota contendo 40 mg de
paracetamol foi transferida para um baldo volumétrico de 50 mL e o volume foi
completado com solugdo de HCI 2,4x102 mol L. Uma diluicdo adicional foi
realizada objetivando-se obter concentragdo dentro do intervalo da curva analitica.

Esta solucao foi aspirada para a determinacéo de paracetamol.

3.4.3 Método comparativo

O procedimento comparativo empregado para a determinagdo de
paracetamol nas formulagdes farmacéuticas analisadas pelo procedimento em fluxo
proposto foi aquele descrito no item 3.3.3, um procedimento em batelada baseado

na absorgao do paracetamol em 243 nm.

3.4.4 Diagrama esquematico do sistema de analise por inje¢cao em
fluxo reverso com deteccao espectrofotométrica para a
determinacao direta de paracetamol em formulagoes farmacéuticas

empregando nitrito de sédio como reagente

A Figura 3.4 apresenta o diagrama esquematico do sistema de analise por

injecdo em fluxo reverso com deteccdo espectrofotométrica que emprega nitrito
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como reagente para a determinagédo de paracetamol em formulagdes farmacéuticas.
Neste sistema, a solucdo de referéncia ou amostra é propulsionada pela bomba
peristaltica a uma vazdo de 2,2 mL min™" onde é inserida uma aliquota de reagente
NaNO; (50 pL; 8,2x102 mol L™). O produto da reagdo formado na bobina reacional

(150 cm) foi monitorado espectrofotometricamente em 400 nm.

BP

FIGURA 3.4 Sistema de analise por inje¢ao em fluxo reverso para a determinagao
espectrofotométrica de paracetamol empregando nitrito de s6dio como reagente. S:
Solugdo de amostra ou solugdo de referéncia de paracetamol em HCI 2,4x10 mol L™
(2,2 mL min™"); BP: bomba peristaltica; L: alga de amostragem (50 pL); R: solucéo de
nitrito de sédio 8,2x10 mol L™"; B: bobina reacional (150 cm); D: espectrofotdmetro
(A =400 nm); W:descarte.

3.5 Sistema de analise por injecdo em fluxo para a determinagao

indireta de acetilcisteina empregando Ce(lV) e ferroina como

reagente'®

3.5.1 Reagentes e solugoes

A solugdo estoque de acetilcisteina 8,2x102 mol L foi preparada
dissolvendo-se 666,0 mg do composto (Sigma) em um baldo volumétrico de 50 mL

com agua desionizada. Solugdes de referéncia de acetilcisteina contendo de 6,5x10
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a 1,3x10™* mol L foram obtidas por diluigdo apropriada da solugdo estoque com
agua desionizada.

Para a determinagcdo de acetilcisteina em fluxo, preparou-se uma
solugdo estoque de sulfato de Cério (IV) 1,1x102 mol L™ dissolvendo-se 364,0 mg
desse reagente (Sigma) em um baldo volumétrico de 100 mL com solugao de acido
sulfarico 1,1x10™" mol L. A solugdo de trabalho foi obtida diluindo-se 6 mL da
solucdo estoque em um baldo volumétrico de 100 mL, com 4,0 mL de solugdo de
4cido sulfarico 0,9 mol L™ e agua desionizada.

A solugao de ferroina 2,5x10™ mol L™ (Vetec, Sdo Paulo) foi preparada
diluindo-se 1,0 mL do reagente em um baldo volumétrico de 100 mL com agua
desionizada.

As amostras solidas contendo acetilcisteina, disponiveis no comércio
na forma granulada, empregadas foram:

e Acetilcisteina (EMS Sigma Pharma, Hortolandia, Sao Paulo),

envelopes contendo cerca de 200 mg do principio ativo.

e Fluicis® (Laboratérios Klinger do Brasil Ltda, S3o Bernardo do

Campo, SP) envelopes contendo cerca de 200 mg de acetilcisteina;
e Fluimucil® (Zambon Laboratérios Farmacéuticos Ltda, Sado Paulo,
Séao Paulo), envelope com conteudo na forma granulada contendo 200

mg de acetilcisteina;

3.5.2 Preparo das amostras e determinacao de acetilcisteina em

formulagoes farmacéuticas

Os conteudos de cinco envelopes foram pesados e pulverizados com o
auxilio de um almofariz e pistilo. Uma massa acuradamente pesada ou aliquotas de
solucdo foram diluidas em baldes volumétricos de 100 mL com agua desionizada.
Uma diluicado adicional foi necessaria para se obter concentragdes das solugdes das
amostras dentro da faixa linear da curva analitica do procedimento proposto e foram
injetadas diretamente com a ajuda do injetor-comutador, sendo as concentragdes

determinadas com auxilio de uma curva analitica obtida no mesmo dia de trabalho.



Parte Experimental 52

3.5.3 Método comparativo

Como procedimento comparativo empregado para validar o
procedimento em fluxo proposto, utilizou-se o método volumétrico descrito na
Farmacopéia Brasileira'®, onde a solucdo de amostra foi titulada
potenciometricamente com uma solucdo padrdo de nitrato de mercurio(ll) 1,0x10™
mol L'1, empregando-se eletrodos de fio de ouro e de calomelano saturado, como

eletrodos indicador e de referéncia, respectivamente.

3.5.4 Diagrama esquematico do sistema de analise por injegdo em
fluxo para a determinacao espectrofotométrica de acetilcisteina em
formulagoes farmacéuticas empregando o Ce(lV) e ferroina como

reagentes

O diagrama esquematico do sistema em fluxo desenvolvido € mostrado
na Figura 3.5. Quando o injetor estd na posicdo de amostragem, um fluxo de
solucédo de Ce(lV) flui e recebe por confluéncia uma solugéo de ferroina. Dessa
maneira, a solugdo de ferroina € consumida pela solugdo de Ce(lV) descolorindo
parcialmente, sendo que a concentragdo em excesso de ferroina gera uma linha
base, monitorada continuamente em 500 nm. Quando uma solugao de acetilcisteina
€ injetada é oxidada pelos ions Ce(lV). Assim, com a diminui¢do da concentragdo de
Ce(lV) na zona de amostra dispersa, ha um aumento na concentragao de ferroina
apo6s o ponto de confluéncia Y, gerando um sinal transiente proporcional a

concentracdo de acetilcisteina na solugao.
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FIGURA 3.5 Sistema de andlise por injecdo em fluxo com detecgdo
espectrofotométrica empregado para a determinacédo de acetilcisteina em produtos
farmacéuticos. C: solugédo transportadora (H.O, 1,5 mL min'1); C4: solucédo de
Ce(S0,); 6,5x10*mol L' em H,SO4 4,3x10% mol L™ (0,9 mL min™); C,: solugdo de
ferroina 2,5x10™ mol L™ (0,7 mL min™); L: alca de amostragem 350 pL; B+: bobina
reacional (65 cm); B,: bobina reacional (65 cm); D: espectrofotometro (500 nm); BP:
bomba peristaltica; S: solugédo de referéncia ou amostra; I: injetor-comutador 2-3-2 e
W: descarte.

3.6. Sistema de analise por injecao em fluxo para a determinagao
espectrofotométrica indireta de acetilcisteina utilizando a geragao

quimica de bromo'*

3.6.1 Reagentes e solugodes

A solucdo estoque de acetilcisteina 2,0x10° mol L™ foi preparada
dissolvendo-se 0,600 g do farmaco (Sigma) em agua desionizada e as solug¢des de
referéncia foram obtidas pela diluicdo da solugao estoque em baldes volumétricos de
50 mL com agua desionizada.

A solucéo estoque de HCI 0,24 mol L™ foi preparada diluindo-se 5 mL
de HCI concentrado (VETEC, Séo Paulo) em 100 mL de agua desionizada em um
béquer e depois transferido para um baldo volumétrico de 250 mL e o volume foi

completado com agua desionizada, sendo a solugéo posteriormente padronizada.



Parte Experimental 54

A solucgo de KBr 2,2x10™ mol L™ foi preparada dissolvendo-se 5,330 g
do sal em um baldo volumétrico de 250 mL com agua desionizada.

A solucdo de NaBrOs; 1,25x102 mol L™ foi preparada dissolvendo-se
uma massa de 366,3 mg do sal em um baldo volumétrico de 250 mL e o volume
completado com agua desionizada.

A solucao de acido ascorbico 5,0 % m/v foi preparada dissolvendo-se
5,0 g desse acido (Aldrich) em um baldo volumétrico de 100 mL e o volume
completado com agua desionizada.

A determinacdo de acetilcisteina foi realizada empregando o sistema
em fluxo proposto em formulagées farmacéuticas granuladas. As amostras
comerciais empregadas para a determinagao de acetilcisteina foram:

e Acetilcisteina® (EMS Sigma Pharma, Hortolandia, Sao Paulo);

envelopes contendo cerca de 200 mg de acetilcisteina;
e Fluimucil® (ZAMBON Laboratérios Farmacéuticos LTDA, Sao Paulo),
envelopes contendo cerca de 200 mg de acetilcisteina;
e Fluimucil® solucdo nasal (ZAMBON Laboratérios Farmacéuticos LTDA,
S&o Paulo), solugdo nasal (20 mL) contendo cerca de 11,5 mg de

acetilcisteina por mililitros de solugao.

3.6.2 Preparagao das amostras farmacéuticas

Dez envelopes foram precisamente pesados e o p6 obtido foi triturado
com ajuda de um almofariz. Cerca de 100 a 300 mg do p6 obtido foram pesados e
dissolvido em balbdes volumétricos de 100 mL e o volume foi completado com agua
desionizada para obter uma concentracdo final entre 1,2x10* a 1,5x10™ mol L™ de
acetilcisteina em baldo volumétrico de 100 mL.

O teor de acetilcisteina nessas amostras foi determinado usando uma
curva analitica obtida empregando solugdo de referéncia de acetilcisteina, bem

8

como pelo método de adigdo muiltipla de padrdo'® e o resultado assim obtido

comparado com um procedimento descrito na Farmacopéia Brasileira’®.
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3.6.3 Método comparativo

O procedimento comparativo empregado para a determinacdo de

acetilcisteina em formulagdes farmacéuticas foi o mesmo apresentado no item 3.5.3.

3.6.4 Diagrama esquematico do sistema de analise por injegdo em
fluxo com deteccao espectrofotométrica para a determinagao
indireta de acetilcisteina empregando bromo (Br;) gerado

quimicamente como reagente

O sistema de andlise por injecdao em fluxo para a determinagcédo de
acetilcisteina esta mostrado na Figura 3.6. A solucédo de referéncia ou de amostra
(S; 250 pL) foi injetada no fluxo transportador (agua desionizada; 1,5 mL min™) com
auxilio de um injetor comutador e transportado até a confluéncia Y onde recebe fluxo
de bromo produzido pela reacdo entre brometo 2,2x10™ mol L™ (C1; 1,5 mL min™),
solugdo de acido cloridrico 0,7 mol L™(C5; 1,5 mL min™") e solugdo de bromato
1,25x10% mol L™ (C3; 1,5 mL min™).

O bromo foi gerado em concentracao suficiente para detecgdo com um
espectrofotometro em 400 nm. A acetilcisteina consome bromo, Bry, no sistema em
fluxo promovendo uma diminuicdo da linha base proporcional a concentragao de
acetilcisteina em solugdo. Em seguida, o bromo foi completamente destruido com
um fluxo na confluéncia Z de solugdo de acido ascorbico 5,0 % m/v (C4) e depois

descartado no frasco de residuos (W).
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FIGURA 3.6. Diagrama esquematico do sistema de analise por injegcdo em fluxo para
a determinacédo de acetilcisteina. BP: bomba peristaltica; C: agua desionizada; Cy:
solugdo de brometo de potassio 2,2x10™ mol L; C,: solugdo de HCI 2,4x10™" mol L™
Cs: solucdo de bromato de sédio 1,25x102 mol L™'; C4. solugdo de acido ascérbico
5,0% ml/v; I: injetor comutador; L: volume de amostragem (250 pL); S: solugédo de
referéncia ou de amostra; B4, B> e Bs: bobinas reacionais de 140, 60 e 60 cm,
respectivamente; D: espectrofotdmetro e W: residuo.



4 Resultados e Discussoes




Sistema em fluxo para determinag¢ao de furosemida empregando hipoclorito e 58
o-tolidina como reagentes

4.1 Sistema de analise por injecdo em fluxo com detecgao
espectrofotométrica para a determinagao de furosemida em

produtos farmacéuticos

O reagente o-tolidina (3,3-dimetilbenzidina) foi introduzido'® como

reagente para a determinacdo qualitativa de cloro total em 1913 e o primeiro
procedimento para a determinacao colorimétrica quantitativa do mesmo foi proposto
em 1942. Varios procedimentos utilizando este reagente tém sido propostos desde
entdo, sendo este o método para a determinacéo de cloro mais difundido no mundo.

A determinagcdo de cloro envolve a rapida oxidagdo da o-tolidina
formando uma imino-quinona. A coloracdo do produto depende do pH do meio,
sendo amarela na faixa de pH de 0,8 a 3,0, verde azulado em pH entre 3 a 6 e
acima deste valor, adquire uma coloragdo marrom. O método é realizado em pH em
torno de 1,6 em que o comprimento de onda de maxima absor¢cao é de 400 nm e a
absortividade molar do produto é igual a 2,8x10* L cm™ mol™.

O espectro de absor¢ado molecular da o-tolidina e de seu produto de
oxidagdo pelo hipoclorito estd mostrada na Figura 4.1. A substancia oxidada

apresenta uma absorgao maxima em torno de 430 nm.
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FIGURA 4.1 Espectro de absor¢ao da o-tolidina e do cromdforo (o-tolidina oxidada).



Sistema em fluxo para determinag¢ao de furosemida empregando hipoclorito e 59
o-tolidina como reagentes

O procedimento aqui proposto emprega a reagao da furosemida com

130

hipoclorito™ (equagao 4, Figura 4.2) e o excesso de hipoclorito € monitorado pela

reagdo com o-tolidina (equagao 5, Figura 4.2)"""%,

H cooH H cooH
0 + NaClo —> ©
NH; gNHel

+ NaOH (eq. 4)

7 N\ 2R

o O o O

+ + + +
H3NNH3 + NaClO ——> HoN C NH2 (eq. 5)

(em excesso)
HsC CHs H3C CHs

FIGURA 4.2 Reacao quimica envolvida na determinagao de hipoclorito empregando
o-tolidina como reagente.

411 Estudos dos parametros quimicos do sistema FIA

Os parametros quimicos foram otimizados univariavelmente, buscando a
melhor relagado entre sensibilidade e repetibilidade, bem como maior frequéncia de
amostragem. A configuragédo do sistema de analise por injecdo em fluxo empregado
na otimizagao € mostrado na Figura 3.1, com volume da al¢ga de amostragem de 100
ML, comprimento da bobina reacional B4 e B, de 60 e 40 cm, respectivamente. As
vazdes empregadas foram, a saber: carregador, 2,2 mL min™; solugdo de hipoclorito
e solucdo de o-tolidina, 1,6 mL min™.

Primeiramente, foi avaliado o efeito da concentracdo da solugao de
hipoclorito de sédio nas concentragdes variando de 2,8x10° a 2,2x10™* mol L™, sobre
o sinal analitico de uma solugcao de referéncia de furosemida de concentragao
1,2x10* mol L™. O sinal analitico aumentou significantemente com o aumento da
concentracdo de hipoclorito até a concentragdo de 1,2x10™ mol L™, permanecendo
constante para as concentragdes superiores. Dessa maneira, selecionou-se a

concentracido de 1,2x10™ mol L™ para os demais experimentos.
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O efeito da concentragdo de HCI na solugao de o-tolidina sobre o sinal
analitico foi avaliado entre 8,0x102 a 2,4x10”" mol L™. Verificou-se um aumento
significativo do sinal analitico entre as concentragées variando de 8,0x102 a 1,9x10™
mol L™, com um aumento menor até a concentragdo de 2,4x10™ mol L. Assim,
selecionou-se a concentracdo de 1,9x10" mol L para os demais experimentos
considerando-se um compromisso entre a magnitude do sinal analitico e economia
do reagente.

Foi estudado o efeito da concentracéo de o-tolidina, 3,0x10°, 9,0x107,
1,2x10* e 3,0x10* mol L™, em solucdo de HCI 1,9 x10™" mol L™, sobre o sinal
analitico de uma solugdo de referéncia de furosemida 1,1x10™ mol L. O sinal
analitico aumentou significativamente até a concentragdo de 9,0x10° mol L™ e em
menor proporgao as concentragdes superiores. Ademais, como foram observadas as
menores exatiddes do sinal analitico neste intervalo superior de concentragado do
reagente, selecionou-se a concentragdo de 9,0x10° mol L™ do reagente para os
demais experimentos.

Avaliou-se o efeito da concentragago de NaOH na solugdo
transportadora sobre o sinal analitico nas concentragbes de 1x10‘3, 1,5x10'2 e
2,5x10™" mol L™". Quando a solugcdo de NaOH 2,5x10™" mol L foi propulsionada, nao
se obteve o sinal da linha base, pois o pH na reacéo entre o hipoclorito e a o-tolidina
é um fator critico. A concentragdo 1x10™ mol L™ causou problema na solubilidade da
furosemida. Dessa maneira, considerando-se a magnitude do sinal analitico

selecionou-se a concentracdo de 1,5x10 mol L™ para os demais experimentos.

4.1.2 Otimizagcao dos parametros fisicos do sistema de analise por

injecao em fluxo

Os parametros fisicos do sistema de analise por injecdo em fluxo foram
otimizados utilizando o método univariado, buscando o melhor compromisso entre
sensibilidade, reprodutibilidade e frequiéncia de amostragem.

Inicialmente, foi avaliado o comprimento da bobina reacional B4 de 20,
40, 60, 90 e 125 cm sobre o sinal analitico de uma solugdo de furosemida 2,0x10™
mol L. Houve um aumento significativo do sinal analitico com o aumento do

comprimento até 40 cm, mantendo-se constante para os comprimentos maiores.
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Selecionou-se o comprimento de 40 cm, para os demais experimentos, devido ao
menor desvio-padrao relativo entre as medidas realizadas.

Examinou-se também o efeito do comprimento da bobina reacional B,
de 25, 40, 60, 90 e 125 cm sobre o sinal analitico de uma solugdo de furosemida
2,0x10”° mol L™". Como mostra a Figura 4.3, verificou-se uma diminuigdo acentuada
do sinal analitico com o aumento do comprimento da bobina reacional.
Considerando-se o melhor compromisso entre o sinal analitico e precisao entre os

sinais, selecionou-se o comprimento de 60 cm para os demais experimentos.
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FIGURA 4.3 Efeito do comprimento da bobina reacional na determinag¢ao de solucao
de referéncia de furosemida 2,0x10° mol L™ (n=3). Absorbancia (--o--) e precisdo

O efeito do volume da alga de amostragem com 100, 150, 250, 375 e
450 pL sobre o sinal analitico foi investigado para uma solugdo de referéncia de
furosemida de 2,0x10° mol L™. Verificou-se um aumento do sinal analitico até o
volume de 375 pL, mantendo-se constante em volumes maiores. Observou-se
também uma maior precisdo dos sinais analiticos obtidos para os volumes de alca
de amostragem entre 375 e 450 pL. Sendo assim, selecionou-se o volume de 375 uL

pois este volume proporcionou sensibilidade adequada e melhor precisao.
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FIGURA 4.4 Efeito do volume da alga de amostragem na determinagao de solugao
de referéncia de furosemida 2,0x10° mol L™(n=3). Absorbancia (--o--) e precisdo

Avaliou-se o efeito da vazao da solucéo de o-tolidina de 1,0, 1,4, 1,7 e
3,5 mL min™', sobre o sinal analitico de uma solugdo de furosemida 4,1x10™* mol L,
com os parametros do sistema de analise por injecdo em fluxo semelhantes aos
descritos na legenda da Figura 3.1. Verificou-se um aumento do sinal analitico até a
vazdo de 1,4 mL min™, permanecendo constante para as vazdes superiores.
Selecionou-se assim, a vazdo de 1,4 mL min™' para os experimentos posteriores.

O efeito da vazao da solugao de hipoclorito no sinal analitico de uma
solucao de furosemida 4,1x10* mol L™ foi avaliado nas vazées de 0,7,14e3,5mL
min™', com os parametros do sistema de analise por injecdo em fluxo semelhantes
aos descritos na legenda da Figura 3.1. Verificou-se uma diminuicdo acentuada do
sinal analitico com o aumento da vazédo seguida da perda da precisdo entre as
medidas, conforme mostrado na Figura 4.5. Sendo assim, selecionou-se a vazao de

0,7 mL min™ para o sistema de analise por injecdo em fluxo.
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FIGURA 4.5 Efeito da vazao da solugao de hipoclorito de sédio na determinacao de
solugdo de referéncia de furosemida 2,0x10™ mol L™ (n=3). Absorbancia (--o--) e
precisao (---e--).

O efeito da vazdo da solugdo transportadora (NaOH 1,5x102 mol L)
sobre o sinal analitico foi avaliado nas seguintes vazées: 1,0, 1,7 € 2,5 mL min™.
Verificou-se um maior sinal analitico na vazdo de 2,2 mL min™". A precisdo entre os
sinais obtidos nessa vazao foi maior que aquelas obtidas nas outras vazdes. Sendo

assim, selecionou-se essa vazao para o sistema em fluxo final.

4.1.3 Fotodegradagdo da o-tolidina empregando radiagcdao UV e
H0,

Nesta etapa do trabalho, foi avaliada a degradacdo fotoassistida do
reagente o-tolidina oxidado pela solugdo de hipoclorito de sédio, empregando a
geracao de radicais (*OH) com solugao de peréxido de hidrogénio e radiagdo UV
(A=380 nm). A configuragédo do sistema em fluxo empregado para esse estudo esta
mostrado na FIGURA 3.2. Esses estudos foram realizados monitorando-se a
absorbancia do residuo gerado com um espectrofotometro em 430 nm.

Inicialmente, verificou-se o efeito da radiagcdo eletromagnética UV

sobre a degradacgao do residuo variando-se a vazao da solugao E, a saber: 0,3; 0,9
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e 1,2 mL min™ (C4). Em todos os casos, ndo se verificou alteragdo do espectro de
absorcao do cromoforo formado. Sendo assim, verificou-se a degradagéo do residuo
com auxilio de solugéo de H,O,. O pH da solugéo foi mantido o mesmo do residuo
gerado, ou seja, 3,0.

O estudo do efeito da concentracdo da solucdo de peroxido de
hidrogénio sobre a degradacgado fotoassistida da o-tolidina e seus produtos, foi
avaliada nas seguintes concentragbes de perdxido de hidrogénio: 0,05, 0,10, 0,22 e
0,40 mol L™", empregando o sistema em fluxo descrito na Figura 3.2. Verificou-se que
a degradacdo ocorreu quase na totalidade com a solugdo de H»O, 0,22 mol L™,
conforme mostrada na Tabela 4.1. Sendo assim, selecionou-se esta concentracao
para a configuragao final do sistema em fluxo. Os espectros obtidos nesse estudos

estdo mostrados na Figura 4.6.

TABELA 4.1 Estudo do efeito da concentragdo de H,O, na degradagéao fotoassistida
do residuo gerado do sistema em fluxo (pH 3,0)

H20, / mol L] (abs-abs, )/abs (430 nm)
0,05 0.50
0,10 0,70
0,22 0,96
0,41 0,98

Abs: absorbancia do residuo sem a radiagao ultravioleta;
Absy: absorbancia do residuo gerado com o uso radiagao ultravioleta (A=380 nm).
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FIGURA 4.6 Espectros de absor¢ao da solugdo de o-tolidina oxidada empregando
solugdo de H,O, antes da degradacdo fotoassistida (1) e depois da radiagéo
ultravioleta (2) empregando uma solugéo de perdxido de hidrogénio 0,22 mol L.

A Tabela 4.2 sintetiza os principais estudos realizados na otimizagao

do sistema de analise por injecdo em fluxo para a determinac&o de furosemida.
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TABELA 4.2 Estudo da otimizagdao dos parametros do sistema em fluxo para a
determinacao de furosemida

Parametro Faixa estudada Valor selecionado

Hipoclorito / 10 mol L™ 0,28a2,2 1,2
HCI / mol L™ 0,08 a 0,24 0,19
o-tolidina / 10 mol L™ 0,3a3,0 0,7
NaOH / 10 mol L™ 0,1a25 1,5
Volume da alga de amostragem / uL 100 a 450 375
Reator By / cm 40 a 125 40

Reator B, / cm 40 a 125 60

Vazao do hipoclorito / mL min™ 0,7a3,5 0,7
Vazao da o-tolidina / mL min™ 1,0a3,5 1,4
Vaz&o do NaOH / mL min™ 1,0a2,5 2,2

4.1.4 Parametros analiticos do sistema de analise por injecao em

fluxo para a determinacao de furosemida

A curva analitica foi obtida por injegdes sucessivas em triplicata de
solucdes de referéncia de furosemida na faixa de concentragdo de 5x10° a 8x10°
mol L™, preparadas diariamente em solugdo de hidréxido de sédio 1,5x10™ mol L™ e
com os parametros do sistema de analise por injecdo em fluxo apresentados na
Figura 3.1. O limite de detecgao obtido foi de 2,5x10° mol L™ (trés vezes o desvio
padrao do branco/inclinagédo da curva analitica).

Os desvios padréo relativos foram menores que 2,0% (n=10) para
solucdes de referéncia de furosemida 1,0x10° e 5x10° mol L' apresentados na
Figura 4.7.
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FIGURA 4.7 Fiagrama obtido no estudo da repetibilidade na determinacdo de
solugdo de referéncia de furosemida (A) 1,0x10° mol L e (B) 5,0x10™° mol L™.

4.1.5 Estudo de interferéncia

O efeito de interferentes em potencial na determinagdo de furosemida em
amostras farmacéuticas foi avaliado para os excipientes comumente existentes em
formulagbes farmacéuticas. Nesse estudo, foram comparados os sinais analiticos
obtidos empregando-se solucdes de referéncia de furosemida 1x10° mol L e os
sinais analiticos obtidos empregando-se solugdes de furosemida com os respectivos
excipientes nas concentragdes indicadas na Tabela 4.3. A concentragcdo de
excipiente tolerada foi aquela que proporcionou um desvio padréao relativo nao

superior a +5%. A Tabela 4.3 apresenta os resultados obtidos neste estudo.
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TABELA 4.3 Estudo da seletividade na determinagao de furosemida empregando o
sistema de analise por injegao em fluxo proposto

excipiente Concentragao tolerada / mol L™
Sacarose 6,9x10™
Polivinilpirrolidona 0,13
. -5
Sacarina 4,8x10
Acido citrico 1.0x1 0
Carboximetilcelulose’ 4,Ox10_4

(*)% m/v. concentragao de furosemida: 2,2x10° mol L.

4.1.6 Teste de adicao e recuperagao

No teste de recuperagcédo do analito, trés concentracdes diferentes de
solucdo de referéncia de furosemida sdo adicionadas a solugdes de amostras
contendo uma concentracéo de furosemida 1,8x10™° mol L™ e os resultados obtidos,
descontados daqueles originalmente sem a adigao da solugdo de referéncia, foram

comparados. Os resultados estao apresentados na Tabela 4.4.
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TABELA 4.4 Estudo da recuperacao de furosemida em formulagdes farmacéuticas
comerciais

Furosemida / 10° mol L™

Amostras Recuperacao/%
Adicionado Encontrado

Furosem® 2,0 2,00 100
3,0 2,96 98,8
5,0 4,90 98,0
Lasix® 2,0 2,02 101
3,0 2,97 99,1
5,0 4,95 99,0
Diurisa® 2,0 2,00 100
3,0 2,95 98,4
5,0 4,89 97,8
Hidrion® 2,0 1,97 98,9
3,0 2,94 98,0
3,0 4,90 08
Furosemida 2,0 2,04 102
composto® 3,0 2,97 99,2
5,0 4,93 98,7

n=3.

4.1.7 Aplicagao

O método proposto foi aplicado na determinagao de furosemida em 5
formulagdes comerciais disponiveis indicadas na Tabela 4.4. A Tabela 4.5 apresenta
os teores rotulados, encontrados empregando-se o método da Farmacopéia
Britanica e os teores encontrados empregando-se o0 método proposto nesta tese. Os
resultados obtidos foram comparados com aqueles obtidos utilizando um
procedimento analitico comparativo descrito na Farmacopéia Britanica'?*. Aplicando-
se o teste-t pareado para os resultados obtidos utilizando-se os dois métodos,
verificou-se que nao ha diferenca significativa entre os resultados encontrados a um
nivel de 95% de confianga, indicando a exatiddo do procedimento em fluxo
desenvolvido. Os sinais transientes obtidos das solucdes de referéncia e solugdes

de amostras injetados no sistema em fluxo proposto estdo mostrados na Figura 4.8.
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FIGURA 4.8 Sinais transientes obtidos na determinagcdo de furosemida em formulagdées farmacéuticas empregando o sistema de
analise por injegcdo em fluxo com deteccdo espectrofotométrica para solu¢gdes de referéncia nas concentragdes (1) 5,0x10° mol L™;
(2) 1,0x10° mol L™; (3) 2,0x10° mol L™"; (4) 5,0x10™° mol L™ e (6) 8,0 x10™° mol L™, seguidas dos sinais transientes em triplicatas para
as soluc¢des de amostras (A-E) e novamente os sinais das solug¢des de referéncia em concentragdes decrescentes.
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TABELA 4.5 Determinagao de furosemida em amostras farmacéuticas pelo método
proposto e pelo método oficial'**

Furosemida/ mg g’ Erro relativo / %
Amostras Método Método
Rotulado o E; Ez
Oficial Proposto
A Furosem® 244 222+5 230+ 3 35 5.8
B Lasix® 246 236+ 5 240 + 2 1.6 25
C Diurisa® 160 180 + 6 180 + 2 0.0 12,5
D Hidrion® 132 127 £ 4 1323 4.1 0
E I(::Li)rr%speor;}tlgg 200 190+ 4 191 +1 1.0 45

n=3; E4: erro relativo entre o Método Proposto vs. Método Oficial; E,: erro relativo entre o Método
Proposto vs. rotulado.

4.2 Sistema de analise por injecdao em fluxo com detecgao
espectrofotométrica para a determinagao indireta de paracetamol

em produtos farmacéuticos

Paracetamol pode ser oxidado pelo hipoclorito produzindo uma série
de substancias, entre elas a 2,2’-dihidroxi-5,5’diacetildiaminobifenila, substancia que
apresenta fluorescéncia com excitagcdo maxima em 335 nm e uma emissdo em 427
nm, como indicado na FIGURA 4.9. VILCHEZ et al."™* empregaram o hipoclorito de
sddio como agente oxidante para o desenvolvimento de um procedimento para a
determinagdo de paracetamol em plasma e produtos farmacéuticos com detecgéo

fluorescente.
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FIGURA 4.9 Esquema da reacdo de oxidagao do paracetamol’*.
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Os produtos da reagao entre o paracetamol e hipoclorito de sdédio
foram identificados por BEDNER e MACCREHAN™® Neste estudo foram

identificadas as substancias apresentadas na Figura 4.10.
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HN— C CHs, HN— C CHs, HN— C CH;
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FIGURA 4.10 Produtos da reagdo de paracetamol com hipoclorito. (1) N-acetil-p-
benzoquinona imina (2)1,4-benzoquinona (3)cloro-4-acetoaminofenol (4) dicloro-4-

acetoaminofenol®

Devido essa capacidade de reagdo do paracetamol e hipoclorito de

sodio, desenvolveu-se um sistema de analise por injecdo em fluxo para a

determinacao indireta de paracetamol em formulagcbes farmacéuticas em que se

empregou a reagao do paracetamol com um excesso de hipoclorito, sendo a

concentragcao de hipoclorito de sédio que ndo reage com o paracetamol monitorado

espectrofotometricamente apds reacido com o-tolidina.
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421 Estudo dos parametros quimicos do sistema FIA para a

determinacao de paracetamol

Os parametros quimicos e de fluxo foram estudados empregando o
método univariado, buscando sempre a melhor razao entre sinal analitico, precisao e
frequéncia de amostragem.

A configuragdo do sistema em fluxo empregado para a otimizagao dos
parametros quimicos esta mostrada na Figura 3.3, com um volume de al¢ca de
amostragem de 100 yL, comprimento das bobinas reacionais B4 e B, de 150 e 60
cm, respectivamente.

Inicialmente foi verificado o efeito da concentragao de hipoclorito sobre
o sinal analitico de uma solucéo de referéncia de paracetamol 7,1x10™* mol L™. As
concentragdes foi estudadas variaram de 2,4x10° a 1,2x10* mol L™, o resultado é
mostrado na Figura 4.11, empregando uma solugdo de o-tolidina 9,8x10™° mol L' em
HCI 2,2x10™" mol L. Verifica-se um aumento do sinal analitico até a concentraco
de hipoclorito de sédio 9,4x10™° mol L', sendo menor para a concentragdo superior.
A precisdao entre as medidas aumentou com o aumento na concentragdo de
hipoclorito. Considerando-se o sinal analitico e a precisdo entre as medidas,

selecionou-se a concentracdo de 9,4x10° mol L™ para os demais experimentos.
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FIGURA 4.11 Efeito da concentragdao de hipoclorito de sddio na determinagao de
paracetamol (n=3). Absorbéancia (--o--) e precisao (---e--).
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O efeito da concentragdo de HCI da solugao de o-tolidina sobre o sinal
analitico de uma solucéo de referéncia de paracetamol 5,8x10* mol L™ foi avaliado
nas concentracdes 4,4x1072, 1,2x107", 1,7x107" e 2,2x10™ mol L. Péde-se verificar
que o aumento da concentracdo da solugdo de HCI proporciona um aumento no
sinal analitico, uma vez que a concentragdo hidrogenibnica é de fundamental
importancia na reagdo entre o hipoclorito e o-tolidina. Os resultados obtidos
tornaram-se mais exatos com o aumento da concentracido de HCI. Sendo assim,
selecionou-se a concentracdo de 1,9x10" mol L™ desse &cido para os demais
experimentos.

Foi verificado também, o efeito da concentragdo da solugdo de o-
tolidina nas concentracdes de 1,6x10°, 7,8x10°, 9,8x10° e 1,2x10* mol L™ em
solucdo de HCI 1,9x10™ mol L™ sobre o sinal analitico (AA) para uma solucdo de
paracetamol 5,8x10™ mol L™, empregando-se uma solugdo de hipoclorito de sédio
9,4x10'5 mol L. Como mostrado na Figura 4.12, verifica-se um aumento no sinal
analitico e também um aumento da precisdo das medidas até a concentragao de o-
tolidina de 9,8x10° mol L. Sendo assim, selecionou-se a concentracdo de 9,8x107°

mol L™ para os demais experimentos.
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FIGURA 4.12 Efeito da concentragao de o-tolidina na determinacdo de uma solugao
de referéncia de paracetamol 5,8x10* mol L™ (n=3). Absorbancia (--o--) e precisdo

(@),
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A Figura 4.13 apresenta o efeito da concentragdo hidrogenidnica no
intervalo de pH entre 7 e 11,4 sobre o sinal analitico. A resposta analitica mostrada
na Figura 4.13 deve depender da distribuicdo das espécies HCIO e CIO" no meio
reacional. Sabe-se que até um valor de pH 7,54 ha a predominancia do acido
hipocloroso (HCIO). Ja em valores de pH superiores a 7,54, predomina-se a espécie
ionizada hipoclorito (CIO"). Para as solugdes com pH acima de 9,0, houve uma
diminuicdo do sinal analitico, sendo que além da presenca desse anion a
concentragao hidrogenidnica menor influencia na reagao entre o CIO™ e o-tolidina.

Dessa maneira, selecionou-se o pH 9,0 para o desenvolvimento dos trabalhos.
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FIGURA 4.13 Efeito do pH da solugdo de hipoclorito de sédio 9,4x10° mol L™ na
determinagao de paracetamol.

4.2.2 Estudos dos parametros fisicos do sistema FIA

A otimizac&o dos parémetros fisicos do sistema de analise por inje¢cao
em fluxo foi realizada empregando o método univariado, considerando-se a relagéo
entre sinal analitico, preciséo e freqiéncia de amostragem.

O efeito do volume da alga de amostragem sobre o sinal analitico (AA)

de uma solucdo de paracetamol 8,5x10™° mol L™ foi estudado no intervalo de 100 a
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500 pL. Com o aumento do volume da alga de amostragem, verificou-se um
aumento da magnitude do sinal analitico até o volume de 400 pL, permanecendo
constante para o volume superior. Como pode ser verificado na Figura 4.14, a
precisdo das medidas é maior para os volumes maiores avaliados. Portanto, um

volume de 400 uL foi selecionado para as etapas posteriores do trabalho.
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FIGURA 4.14 Efeito do volume da alga de amostragem na determinagdo uma
solugdo de referéncia de paracetamol 8,5x10° mol L™ (n=3). Absorbancia (--o--) e
precisao (---e--).

O efeito do comprimento da bobina reacional B4 na determinacao de
paracetamol foi estudado nos comprimento de 30 a 150 cm. Os sinais analiticos (AA)
aumentaram com o aumento do comprimento da bobina até 75 cm. Nos
comprimentos maiores, observou-se uma diminuigdo dos sinais analiticos, seguido
de perda da precisdo. Considerando-se a magnitude do sinal analitico e precisao,
selecionou-se o comprimento de 75 cm para os demais experimentos.

O comprimento da bobina B, foi variado entre 40 a 150 cm. Os sinais
analiticos foram maiores no comprimento de 75 cm. A precisdao das medidas foi
menor para comprimentos superiores a 75 cm. Sendo assim, selecionou-se o
comprimento de 75 cm como 6timo.

No processo de otimizagédo do sistema em fluxo variou-se a vazéo do
reagente hipoclorito em 0,9, 1,6 e 2,2 mL min™', como mostrado na Figura 4.15. O

aumento da vazao até 2,2 mL min'1, ocasionou um decréscimo do sinal analitico da
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ordem de 50%, sendo que a precisdo manteve-se constante no intervalo de vazao
de 0,9 a 1,6 mL min™" e diminuiu significativamente para a vazao da solucéo de CIO"
2,2 mL min™. Com isso, considerando-se a sensibilidade, precisdo e freqiiéncia de
amostragem, selecionou-se a vazdo de 0,9 mL min” para os experimentos

seguintes.
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FIGURA 4.15 Efeito da vazdo da solugdo de hipoclorito de sédio sobre o sinal
analitico para a solucdo de referéncia de paracetamol 5,5x10° mol L (n=3).

O efeito da vazao da solucao de o-tolidina nas vazdes de 0,9, 1,6 € 2,2
mL min™" sobre o sinal analitico foi também estudado na determinacéo de solucédo de
referéncia de paracetamol 5,5x10° mol L™. Os resultados obtidos mostram que os
maiores sinais foram aqueles obtidos com uma vaz&o de o-tolidina de 1,6 mL min™.
A precisdo dos sinais analiticos obtidos empregando-se essa vazao foi adequada
sendo entdo selecionada para a determinacdo de paracetamol em formulagdes
farmacéuticas.

A vazao da solugao transportadora foi avaliada entre 1,6 a 3,2 mL min™,
sobre o sinal analitico de uma solugédo de referéncia de paracetamol. Verificou-se
uma queda do sinal analitico para vazées menores que 2,2 mL min™. O mesmo foi

observado para a vazéo de 3,2 mL min”', somando-se ainda a perda da precisdo
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entre as medidas de absorbancia nesta vazao. Sendo assim, selecionou-se a vazao

de 2,2 mL min™ como étima para a configuracéo final do sistema em fluxo.

4.2.3 Fotodegradacao da o-tolidina empregando radiagao

ultravioleta e H,0,

No desenvolvimento desse sistema também foi avaliado a degradagéao
fotoassistida do reagente oxidado descartado, empregando solugao de peroxido de
hidrogénio e radiacao ultravioleta. A configuragcédo do sistema em fluxo esta mostrada
na Figura 3.2. Esses estudos foram realizados monitorando-se a absorbancia do
residuo gerado no frasco em 430 nm.

Como foi verificado no item 4.1.3, a radiacdo UV tem influéncia na
degradacao da o-tolidina. Dessa maneira, avaliou-se o efeito da concentragcédo de
H,O, sobre a degradagao da o-tolidina na concentragdes 0,10; 0,22 e 0,44 mol L
empregando-se a configuragao do sistema em fluxo descrito na Figura 3.2. Verificou-
se que a degradacgao ocorreu na totalidade com a solugao de perdxido de hidrogénio
0,22 mol L, propulsionado a mesma vazdo indicada na legenda da Figura 3.2.
Sendo assim, selecionou-se esta concentragdo para a configuragéo final do sistema

em fluxo para determinacado de paracetamol.

A TABELA 4.6 apresenta um resumo dos estudos de otimizagao do
procedimento em fluxo com deteccédo espectrofotométrica para a determinagéo de

paracetamol em formulagdes farmacéuticas.
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TABELA 4.6 Parametros estudados na otimizagdo do sistema em fluxo com
deteccdo espectrofotométrica para a determinagao de paracetamol

Parametro Faixa estudada’ selecionado
Hipoclorito / 10* mol L™ 0,24a1,2 0,94
HCI / mol L™ 0,04 a 0,22 0,19
o-tolidina / 10 mol L™ 0,16a 1,2 0,98
pH (solugédo tampao borato 0,05 mol L™) 70a114 9.0
Volume da alga / pL 200 a 500 400
Reator B4/ cm 30 a 150 75
Reator B, / cm 40 a 150 75
Vazao do hipoclorito / mL min™ 09a2.2 0,9
Vazéo da o-tolidina / mL min™ 09a2.2 1,6
Vazéao do carregador / mL min™" 1,6a3,2 2,2

método univariado.

4.2.4 Parametros analiticos do sistema de analise por injecao em

fluxo para a determinacao de paracetamol

O sistema de analise por injecdo em fluxo mostrou uma curva analitica
linear entre a faixa de concentragdo de 8,5x10° a 2,5x10* mol L descrita pela
equacdo AA = 0,010 + 1 517,41 x [PAR], r = 0,9998, na qual 4A representa a
diminuicdo da absorbancia promovida pela inje¢cdo de paracetamol e C a
concentracdo de paracetamol em mol L.

Um desvio-padréo relativo (RSD) para uma solugdo de referéncia de
paracetamol contendo 1,5x10* mol L™ de 1,2% (n=10) e limite de deteccdo de
8,0x10®° mol L™ (3 x desvio padrao relativo do branco/inclinagdo da curva analitica)

foram obtidos. Uma freqliéncia de amostragem de 60 amostras por hora.

4.2.5 Estudo de interferentes

A seletividade do sistema de analise por injecdo em fluxo proposto foi

avaliada comparando-se o sinal analitico de uma solugdo de referéncia de
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paracetamol 1,5x10* mol L' contendo substancias que se apresentam como
excipientes nas formulagdes farmacéuticas e com o sinal analitico obtido de uma
solugdo de paracetamol de mesma concentragdo, mas sem a adi¢ao do interferente
estudado. A concentracido tolerada do excipiente foi aquela que promoveu uma
variagao do sinal analitico (AA) n&o superior a £5%. As substéncias avaliadas bem

como a concentragao tolerada sdo mostradas na Tabela 4.7.

TABELA 4.7 Estudo da seletividade na determinagéo de paracetamol empregando o
sistema de analise por injegao em fluxo com hipoclorito e o-tolidina como reagentes

Excipientes Concentracéo tolerada / mol L™
Acido citrico 6,9x10°
Cafeina 1,2x10°®

Polivinilpirrolidona’ 0,13

Sacarina 4,8x10°
Tartrazina 1,8x10°
Sacarose 2,2x10°®
EDTA-Na 1,0x10°
Carboximetilcelulose(*) 4,0x10

(*)% m/v. Concentracédo de paracetamol: 1,5x10™ mol L.

4.2.6 Estudo darecuperagcao em amostras comerciais

A avaliagao da recuperagao de paracetamol nas amostras comerciais
foi realizada empregando-se oito formulagdes farmacéuticas disponiveis
comercialmente. O estudo foi realizado adicionando-se aliquotas de solugcdo de
referéncia de paracetamol obtendo-se assim trés concentragdes finais de (9,5x107,
1,12x10* e 1,81x10™* mol L'1) a uma solucado da amostra contendo paracetamol na

concentracdo de 1,1x10* mol L. A porcentagem de recuperacdo do analito nas
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amostras foi obtida subtraindo-se o sinal analitico da solucdo de amostra mais
excipiente daquele contendo apenas o analito. Os valores de recuperacado estao

apresentados na Tabela 4.8.

TABELA 4.8 Estudo da recuperacéo de paracetamol empregando o sistema de
analise por injegao em fluxo

Adicionado / Encontrado /
Amostras 4 p 4 p Recuperagéo / %
10" mol L 10" mol L
Cibalena® 0,95 0,95 100
1,12 1,13 101
1,81 1,83 101
Tylenol 500° 0,95 0,95 101
1,12 1,1 98,9
1,81 1,7 97,1
Tyramol 750® 0,95 0,97 102
1,12 1,15 103
1,81 1,78 98,6
Tylenol 750° 0,95 0,98 104
1,12 1,15 103
1,81 1,80 99,5
Paracetamol 500 0,95 0,95 100
1,12 1,15 103
1,81 1,86 103
Tylenol DC® 0,95 0,96 101
1,12 1,11 99,3
1,81 1,79 98,9
Resfry® 0,95 0,95 100
1,12 1,11 99,0
1,81 1,78 98,6
Paracetamol® 0,95 0,94 98,9
1,12 1,11 99,3
1,81 1,80 99,8

n=3.
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4.2.7 Aplicagao

A determinagao de paracetamol foi realizada empregando o sistema
em fluxo proposto em formulagdes farmacéuticas e os resultados obtidos foram
comparados com um método oficial descrito na Farmacopéia Americana (USP)*. Os
sinais transientes obtidos na determinacdo de paracetamol em formulagdes
farmacéuticas empregando o sistema em fluxo proposto estdo apresentados na
Figura 4.16. Os resultados obtidos estdo em concordancia com aqueles obtidos pelo

método oficial a um nivel de confianca de 95% e sao indicados na Tabela 4.9.

TABELA 4.9 Determinacdo de paracetamol empregando o sistema de analise por
injegé% em fluxo proposto e o método comparativo da Farmacopéia Americana
(USP)

Paracetamol / mg g~ Erro relativo / %

Amostras Método Método
Rotulado E+ Ez

Oficial Proposto
A Cibalena® 300 3005 302+3 0,7 0,7
B Tylenol 500° 804 850 + 4 840 + 4 1,2 4,5
C Tyramol 750° 850 860 + 6 8203 -4,9 -3,5
D Tylenol 750° 900 8507 8615 1,3 -4,3
E  Paracetamol 500°  g33 820 + 4 868+3 55 42
F Tylenol DC® 728 760 £ 6 77112 1, 5,9
G Resfry® 405 410+ 5 391+ 1 -4.9 -3,5
H  Paracetamol®(*) 200 1906 2032 6,4 1,5

E+: erro relativo entre o Método Proposto vs. Método Oficial; E,: erro relativo entre o Método Proposto
vs. Rotulado. (*)mg mL™"; n=3.
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FIGURA 4.16 Sinais transientes obtidos na determinagao de paracetamol em formulagdes farmacéuticas para solugdes de referéncia
nas concentragdes (1) 8,5x10° mol L™, (2) 2,3x10™° mol L™, (3) 4,6x10™° mol L™, (4) 9,3x10”° mol L™, (5) 1,8x10™* mol L™" e (6) 2,5x10™
mol L™, seguida dos sinais transientes das solucdes das amostras (A-H) e das solucdes de referéncia novamente em ordem

decrescente de concentragao.
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4.3 Desenvolvimento de um sistema de analise por injecao em
fluxo reverso para a determinacao de paracetamol empregando

nitrito de sédio como reagente

O paracetamol (4-aminofenol) pode reagir com o acido nitroso para
formar um cromoforo que absorve no comprimento de onda de 410 nm. O sistema
desenvolvido empregou a geragdo quimica “em linha” de acido nitroso (equagéo 1,
Figura 4.17) pela injecdo de uma aliquota de solugdo de nitrito de sédio em uma
solugao transportadora acida (HCI). Em seguida, ocorre a reagcdo de nitragcdo do
paracetamol presente, formando o cromoforo 2-nitro-4-acetoamidofenol (equagao 2,
Figura 4.17).

NaNO, + HCI—=HNO, + Nacl (1)

OH OH
N=0O
—> + H,0
HNCOCH, HNCOCH,
(A =410 nm)

FIGURA 4.17 Esquema reacional para a determinagao de paracetamol empregando
nitrito de sddio como reagente.

O emprego de acido nitroso (HNO;) gerado in situ em sistemas de
analise por injecdo em fluxo pode causar problemas, devido a formagao de bolhas
que ocasionam disturbios no fluxo e sinais espurios'®. Nos métodos em batelada, a
interferéncia causada pela evolugédo de bolhas pode ser suprimido pelo consumo do

excesso de HNO, com sulfamato de aménio'®. Os sistemas em fluxos permitem
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contornar esse problema com o uso de confluéncia, insercdo de uma pequena

aliquota do reagente, ou mesmo com a diminui¢do da concentragao do reagente.

Diante disso, a configuracdo do sistema em fluxo proposto para a
determinacdo de paracetamol empregando nitrito de s6dio em meio acido como
reagente foi aquela que emprega a inje¢do do reagente em um fluxo transportador
contendo o analito. Uma vez inserida uma aliquota da solugdo contendo o reagente,
a dispersao promoveria a formagao do acido nitroso, seguido do consequente
consumo do reagente. A concentragdo do acido nitroso na zona dispersa do

reagente foi mantida a uma concentragdo que impediu a formagao de bolhas (Ny).

4.3.1 Estudos dos parametros quimicos do sistema em fluxo

Os parametros quimicos foram estudados empregando o método
univariado, buscando sempre o melhor compromisso entre sinal analitico, precisao e
frequéncia de amostragem. A configuragdo do sistema em fluxo empregado foi o
mostrado na Figura 3.5, com volume de al¢a do reagente de 75 pL, comprimento da
bobina reacional de 100 cm e vazao de aspiracdo da amostra de 2,9 mL min™.

O efeito da concentragdo de HCI no sinal analitico para uma solugao
de paracetamol 5,4x10™ mol L™ foi avaliado entre 8,8x107 a 3,5x10 mol L™'. Como
mostrado na Figura 4.18, pode-se verificar um aumento acentuado do sinal analitico
até a concentragdo de HCI 2,2x102 mol L™, havendo um menor aumento para a
concentragcao superior. A precisdo das medidas obtidas diminuiu com o aumento da
concentragdo de HCI. Dessa maneira selecionou-se a concentracdo de 2,2x102 mol

L™ para os demais experimentos.
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FIGURA 4.18 Estudo da concentragcdo de acido cloridrico sobre o sinal analitico de
uma concentracdo de paracetamol 5,4x10* mol L (n=3). Absorbancia (--o--) e
precisao (---e--).

O efeito da concentragao de nitrito de sodio sobre o sinal analitico de
uma solugao de referéncia de paracetamol 5,4x10™ mol L™ foi avaliado entre 3,2x10
a 1,2x10”" mol L. Verificou-se um aumento no sinal analitico com o aumento da
concentracdo de nitrito, bem como um aumento expressivo da precisao entre as
médias. Considerando-se a magnitude do sinal analitico, consumo do reagente e
precisdo obtidos, selecionou-se a concentracdo 8,2x102 mol L™ para os demais

experimentos.

4.3.2 Estudo dos parametros fisicos do sistema em fluxo

Na otimizacdo dos parametros fisicos do sistema em fluxo foram
avaliados a sensibilidade, precisdo entre as medidas e frequéncia de amostragem.

O efeito do volume da alga de reagente sobre o sinal analitico de uma
solugao de referéncia de paracetamol 5,4x10™ mol L foi avaliado entre 50 uL a 200
uL. Pode-se verificar uma queda acentuada do sinal analitico com o aumento do

volume da alga de reagente. Isso se deve a uma maior dificuldade de mistura da
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zona de reagente dispersa com a solugédo contendo o analito. Ademais, o0 aumento
do volume da alga de reagente ocasionou uma menor precisdo das medidas. Foi
verificada a formacgao de picos duplos para os volumes de 120 e 200 pL. Esse efeito
tem como origem a menor dispersdao da solugdo transportadora, contendo
paracetamol, até o centro da zona de reagente dispersa'. Com isso, selecionou-se
o volume de 50 uL para os demais experimentos.

O efeito do comprimento da bobina reacional, aquela que permite a
dispersdo da zona do reagente, sobre o sinal analitico foi avaliado entre 60 a 250
cm. Pode-se verificar o aumento do sinal analitico com o aumento do comprimento
da bobina reacional, como mostrado na Figura 4.19, devido ao maior tempo
disponivel para a reacdo quimica entre o acido nitroso e paracetamol ocorrer. A
precisdo entre as medidas efetuadas da solugcdo de referéncia de paracetamol
aumentou, conforme aumentou o comprimento da bobina reacional. Dessa maneira,
selecionou-se o comprimento de 210 cm para os demais experimentos.

O efeito da vazédo da solucédo de referéncia/amostra de paracetamol
sobre o sinal analitico de uma solugéo de paracetamol aspirada foi avaliado entre
1,9a4,5mL min~'. Verificou-se uma gueda acentuada do sinal analitico até a vazao
de 4,5 mL min", com o conseqliente aumento da precisdo entre as medidas
efetuadas. O aumento da vazdo da solugdo de referéncia diminuiu o tempo de
producao de acido nitroso com a consequente diminuigdo do tempo de reagao com o
paracetamol. Levando-se em consideracao a sensibilidade, precisao e frequéncia de

amostragem, selecionou-se a vazéo de 2,2 mL min™' para os demais experimentos.
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FIGURA 4.19 Efeito do comprimento da bobina reacional na determinacdo de
paracetamol (n=3). Absorbéancia (--0--) e preciso (---e--).

A Tabela 4.10 sumariza os parametros avaliados na otimizagao do
sistema em fluxo com inje¢cdo de reagente para a determinagao de paracetamol em

formulagdes farmacéuticas.

TABELA 4.10 Parametros avaliados na otimizacao do sistema em fluxo com injecéo
de reagente para a determinacéo de paracetamol em formulagdes farmacéuticas

Parametros Faixa estudada’ Selecionado
HCI /10 mol L™ 0,8a3,5 2,2
NaNO; / 10 mol L™ 32a12 8,2
Volume de reagente / uL 40 a 200 50
Bobina reacional / cm 60 a 250 210
Vazao do sistema / mL min” 1,9a4,5 2,2

método univariado.
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4.3.3 Parametros analiticos do sistema de analise por injecao em
fluxo para a determinagao de paracetamol empregando nitrito de

soédio como reagente

O sistema de analise por inje¢do em fluxo proposto empregando nitrito
de sédio como reagente apresentou uma curva analitica variando de 4,0x10° a
1,1x10° mol L™, sendo a equacgdo que descreve a melhor regressdo foi uma
equac&o polinomial de ordem 2: Abs=0,031-714,01x[PAR] -203.425,50x[PAR]?, r* =
0,9998; na qual Abs é a absorbancia e [PAR] é a concentragcdo de paracetamol em
mol L.

Um limite de detecgdo de 2x10™° mol L™ (3x desvio padrdo do branco/
inclinagdo da curva analitica) e desvios padréo relativos menores que 2% foram
obtidos para duas solucdes de referéncia de paracetamol nas concentracbes de
8x10“ mol L™ e 1,0 x10™ mol L. Os sinais analiticos do estudo da repetibilidade
estdo mostrados na Figura 4.20. A frequéncia de amostragem obtida foi de 45

determinagdes por hora.

4.3.4 Estudo da seletividade

O efeito das substancias excipientes presentes nas formulagdes
farmacéuticas sobre o sinal analitico foi avaliado. Nesse estudo, adicionaram-se
solucbes dos excipientes nas concentragdes mostradas na Tabela 4.11 a uma
solugdo de referéncia de paracetamol na concentragdo de 5,3x10* mol L e o
resultado obtido foi comparado com o resultado obtido de uma solugao de referéncia
de mesma concentragcdo, sem a adi¢do do excipiente. A concentragdo do excipiente
tolerada foi aquela que causou um erro nao superior a +5%. As substancias
avaliadas nesse estudo, bem como as concentragdes maximas tolerada estao

apresentadas na Tabela 4.11.
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FIGURA 4.20 Sinais transientes obtidos no estudo da repetibilidade do procedimento
em fluxo para concentragdes de paracetamol: (A) 8x10™ mol L™ e (B) 1,0 x10° mol L™.
as condic¢des do sistema s&o as mesmas apresentadas na Figura 3.4.

Pode verificar-se que dos excipientes avaliados, estearato de sodio,
acido ascoérbico e a cafeina apresentam alguma interferéncia, como mostrado na
Tabela 4.11. Os demais excipientes ndao mostraram interferéncia na mesma

concentracdo que o analito.
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TABELA 4.11 Avaliacdo das substancias interferentes na determinagcdo de
paracetamol

Excipientes Concentragao tolerada / mol L™
Salicilato de sodio 1,6x107
Estearato de sédio 7,6x10°

Acido ascorbico 4,4x107°
Polivinilpirrolidona® 8,0x10
Amido® 3,2x10™
Bissulfito de sédio 1,2x10™
Citrato de sédio 5,4x10™
Benzoato de sédio 6,0x10™
Glicose 4,4x10™
Cafeina 7,0x10°
hidrogenofosfato de sédio 6,1x10™
Sacarina 4,0x10™

2 Concentragao de paracetamol: 5,3x10“ mol L™;

® % (miv).

4.3.5 Estudo da recuperacao das amostras comerciais

A recuperagao foi avaliada adicionando-se as solugbes das amostras
comerciais contendo uma concentracdo final de paracetamol 1,2x10* mol L™,
aliquotas de solugédo de referéncia de paracetamol de modo a obter as seguintes
concentracdes finais de paracetamol: 2,1 x10%; 4,2 x10* e 8,5 x10* mol L™. Os
resultados obtidos dessas solugbes foram comparados com aquela solugéo de
amostra, sem a adigcdo da solucdo de referéncia. Os resultados de recuperagcao

variaram de 97,6 a 103 %, como mostrados na Tabela 4.12.
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TABELA 4.12 Estudo da recuperagdo de paracetamol em formulagcbes
farmacéuticas

Paracetamol / 10 mol L™

Amostras E%
adicionado encontrado

2,14 2,20 103

Paracetamol 4,23 4,20 99,3

8,48 8,34 98,7

2,14 2,14 100

Cibalena 4,23 4,23 100

8,48 8,73 103

2,14 2,18 102

Saridon 4,23 4,27 101

8,48 8,48 100

2,14 2,08 97,6

Tylenol gotas(*) 4,23 4,14 98,0

8,48 8,43 99,5

2,14 2,12 99,3

Resfry 4,23 4,14 98,1

8,48 8,36 98,6

2,14 2,14 100

Tylenol 500 4,23 4,20 99,5

8,48 8,32 98,2

Paracetamol G 214 214 100

250 4,23 4,16 98,5

8,48 8,33 98,3

2,14 2,09 98,0

Tylenol 750 4,23 4,16 98,5

8,48 8,43 99,5

Concentracéo de paracetamol: = 1,1x10™ mol L™

4.3.6 Robustez

A robustez do procedimento em fluxo desenvolvido foi determinada

obtendo-se as curvas analiticas em diferentes dias, com solu¢gbes de reagentes e
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referéncias recentemente preparadas, na faixa de concentracdo de paracetamol
entre 5,2x10° a 5,4x10™ mol L, faixa de concentragdo esta em que a regressao da

curva pode ser descrita por uma equacao linear'®®

. As equacgdes que descrevem as
curvas estdo mostradas na Tabela 4.13. Como pode ser verificado, o desvio padréao
relativo menor que 6% entre os coeficientes angulares das equagdes que descrevem
as curvas analiticas indicam que o sistema em fluxo é robusto, isto €, ndo sensivel a

pequenas variagbes das concentracdes de trabalho.

TABELA 4.13 Equacgdes das curvas analiticas obtidas em diferentes dias

dia equacao coeficiente de regressao
1 Abs =0,011 +188,6 xC 0,9995
2 Abs =0,014 +178,7xC 0,9997
5 Abs = 0,015+ 165,1 x C 0,9998
6 Abs = 0,010 + 188,7 x C 0,9998
8 Abs =0,020 + 191,11 xC 0,9998
n=5.

4.3.7 Aplicacao

O procedimento de analise por inje¢cdo em fluxo continuo reverso
proposto para a determinagdo de paracetamol em formulagdes farmacéuticas
empregando nitrito de sédio como reagente foi utilizado para a determinagcao desse
principio ativo nas formulagdes farmacéuticas. Os resultados obtidos foram
comparados com aqueles obtidos utilizando um procedimento comparativo descrito
pela Farmacopéia Americana®. Verificou-se que ndo ha diferenca entre os
resultados utilizando-se os dois métodos a um nivel de confianga de 95%, quando
aplicado teste-t pareado. Os sinais trasientes obtidos das solugbes de referéncia e
solugcdes de amostras no sistema em fluxo estdo mostrados na Figura 4.21. A
Tabela 4.14 apresenta os teores rotulados, teores obtidos empregando-se o
procedimento da Farmacopéia Americana*® e os teores encontrados empregando-se

0 método proposto nesta tese.
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FIGURA 4.21 Sinais transientes obtidos na determinagdo de paracetamol em
formulagdes farmacéuticas empregando o sistema de analise por injegcdo em fluxo
reverso para as solucdes de referéncia nas concentragdes (1) 4,0x10™ mol L™; (2)
1,6x10* mol L™"; (3) 3,2x10™ mol L™"; (4) 5,4x10™ mol L™"; (5) 6,5x10* mol L e (6)
1,110 mol L™, seguidas dos sinais transientes para as solucdes de amostras (A-
K).
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TABELA 4.14 Determinacao de paracetamol usando o sistema de analise por injecdo em fluxo reverso

Paracetamol / mg/g

Erro relativo / %

Amostras Proposto
Rotulado Oficial Proposto /s, Oficial Proposto vs. Rotulado

Paracetamol® 833 810+ 4 802 + 6 1,01 3,74
Cibalena® 300 297 +8 287 + 6 -3.46 -4.42
Saridon® 380 360+ 5 359 + 5 -0.41 565
Tyelnol gotas(*)® 200 214 +5 211 + 4 -1.40 5 50
Resfry® 405 400 + 4 389 + 5 -2.80 -4.00
Tylenol 500° 804 849 + 10 814 + 7 407 1.30
Paracetamol G 750° 858 900 + 9 850 + 3 554 -0,91
Tylenol 750° 900 850 + 8 831 + 4 2,27 7,70
Tyramol 750° 850 851 + 10 848 + 5 -0,32 -0.21
Tylenol DC® 728 750 + 4 750 + 2 0,00 3,02
Vick Pyrena® 100 105+6 108 + 4 3,01 8,16

(*ygmL™.
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Comparando-se o consumo dos reagentes do sistema em fluxo
proposto com outros procedimentos analiticos descritos na literatura, verifica-se sua
viabilidade devido a minimizagdo do consumo de nitrito de sodio e HCI por
determinagao, conforme mostrado na Tabela 4.15. Apenas os procedimentos
empregando analise sequencial utilizaram uma quantidade menor de HCI por
determinacgao.

Na Tabela 4.16 sdo apresentadas algumas figuras de mérito dos
procedimentos empregados na determinagao de paracetamol empregando nitrito de

sodio como reagente.

TABELA 4.15 Consumo de reagentes na determinacdo de paracetamol em
diferentes procedimentos analiticos em fluxo

mg / determinacéo FIA'™  sIA)™  SIA(N'™ FIA™® Proposto
NaNO, 9,65 0,52 0,76 0,55 0,29
HCI 5,10 0,82 0,74 144 1,92
NaOH 7,80 0,59 1,99 240 NE

NE: ndo empregado no sistema

O sistema em fluxo desenvolvido empregando a injecdo de reagente
(FIA reverso) apresentou paradmetros analiticos que permitem seu emprego na
determinacdo de paracetamol em formulagées farmacéuticas. Apesar da faixa de
concentracdo da curva analitica do método proposto ser menor que a faixa das
curvas analiticas dos demais procedimentos em fluxo, sua simplicidade e robustez

viabiliza sua implementagao em laboratérios de analise de rotina.
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TABELA 4.16 Parametros anal
literatura

iticos dos sistema em fluxo proposto e descritos na

Parametros FIA™?

SIA(1)'% SIA(I1)'™? FIA™ Proposto

Linearidade/ 2,64 a

2,64a6,61 1,32a6,61

10 mol L™ 6,61 ou
ou ou 1,20a1,98 0,04 a1,1
6,61 a
6,61a16,5 6,61a16,5
16,5
Desvio padrao
2 3 4 <1,3 <20
relativo / %
freqUéncia de
60 60 15 120 45
amostragem / h™’
Limite de
deteccéao/ 2,97 463 4.3 ND 0,28
10 mol L™

ND = ndo descrito

4.4 Sistema de analise

por injecdo em fluxo com detecgao

espectrofotométrica para a determinagao indireta de acetilcisteina

empregando sistema Ce(lV)/ferroina

O procedimento proposto emprega a reagao entre a acetilcisteina e o

reagente Ce(lV). A acetilcisteina é oxidada, resultando em uma substancia com

grupamentos dissulfetos e Ce(lll) (equacdo 1, Figura 4.22) que n&o apresenta

absorcdo de radiacao eletroma

gnética na faixa UV/Vis. Apesar da solugdo de ions

Ce(lV) apresentar absorgao de radiagdo em torno de 400 nm, uma alta concentragéo

de reagente seria necessario para obter-se adequada sensibilidade no seu

monitoramento. Para um aumento da sensibilidade do procedimento proposto, a

ferroina foi empregada para a determinagédo da concentragdo de Ce(IV) em excesso
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no sistema de analise por inje¢gao em fluxo (equagao 2, Figura 4.22). Dessa maneira,
a diminuicio da concentracdo de Ce(lV) pode ser monitorada

espectrofotometricamente em 500 nm.

N-acetil-CiSH(aq) + Ce(IV)a —  N-acetil-CiSSCiN-acetilag) + Ce(lll)aq) (1)
Ce(IV)aq + [Fe(l)-(fen)s*aq) ——  Ce(lll)aq) + [Fe(lll)-(fen)s]®*(q) 2)
(excesso) (A =500 nm) incolor

FIGURA 4.22 Esquema das reag¢des quimicas envolvidas no sistema de analise por
injecao em fluxo para a determinacgao de acetilcisteina empregando Ce(lV) e ferroina
como reagentes.

441 Avaliacao dos parametros quimicos do sistema de analise
por injecao em fluxo para a determinagcao de acetilcisteina em

formulacoes farmacéuticas

Inicialmente foram otimizados os parametros quimicos referentes ao
sistema empregado. A configuragdo do sistema em fluxo empregado na otimizagéo
dos parametros quimicos foi apresentado na Figura 3.5. Nesse sistema empregou-
se uma al¢ca de amostragem de 150 uL, bobinas reacionais de 100 cm, vazao da
solucdo transportadora 2,6 mL min™, vazao da solucdo de Ce(IV) de 1,5 mL min™" e
vazao da solugdo de ferroina de 1,1 mL min™.

Primeiramente, estudou-se o efeito da concentracdo de H,SO, na
solugdo de Ce(SO4) entre 2,4x102 a 1,5x10™" mol L™ sobre o sinal analitico de uma
solucdo de referéncia de acetilcisteina 1,6x10* mol L™. Verificou-se uma diminuigao
acentuada no sinal analitico com o aumento da concentracdo de H,SO,4 acima de
4,3x102 mol L. Dessa maneira, selecionou-se a solugdo H.SO4 4,3x102 mol L™
para os demais experimentos.

A avaliagdo da concentracdo da solucao de Ce(SO4)2, em solugao de
H»S0, 4,3x102 mol L™ sobre o sinal analitico de uma solugdo de referéncia de
acetilcisteina 4,5x10* mol L™ foi realizado para as concentracdes de solugéo de
Ce(S0,),; de 6,5x10, 1,3 x103, 3,3 x10° e 6,5 x10° mol L. Como pode ser

observado os dados obtidos e apresentados na Figura 4.23, houve um aumento
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significativo do sinal analitico até a solugdo de concentracéo 3,3x10° mol L7,
mantendo-se praticamente constante em concentragbes superiores de Ce(lV).
Ademais, com o aumento da concentragcdo da solugdo de Ce(lIV) houve uma
diminuigdo acentuada do desvio padrao relativo, obtido para uma série de 3
replicatas. Selecionou-se assim, a solucdo de concentragdo 3,3x10™ mol L™ para os
demais experimentos.

O efeito da concentragdo da solugao de ferroina sobre o sinal analitico
para uma solucdo de referéncia de acetilcisteina 4,5x10* foi avaliado nas
concentracdes variando de 1,0x10* a 1,0x10™ mol L™". De acordo com os resultados
obtidos, apesar do aumento do sinal analitico com o aumento da concentragcdo da
solucao de ferroina, a precisdo entre os sinais analiticos obtidos em concentracbes
superiores foi menor que aquelas obtidas em concentragcbes menores. Ademais, o
tempo de limpeza, isto €, de retorno a linha base foi maior para as concentragoes
superiores. Dessa maneira, selecionou-se a concentragdo de 2,5x10™ mol L™ como

6tima para os demais experimentos.

0,60 |

..o 6,0
o —"__’_—’ =)
£ ..'o_ /D___— é
2 ,/ B
3 g 8
< 020} o 12,0 2
g---d g

)
" 1 " 1 " 1 0,0
0,0 2,0 4,0 6,0

Ce(IV)/10%mol L

FIGURA 4.23 Efeito da concentragao da solugdo de Ce(SOs),, sobre o sinal analitico
para H,SO, 2,4x102 mol L™ e solucéo de referéncia de acetilcisteina 4,5x10™ mol L
(n=3). Absorbéancia (--0--) e precisao (---e---).
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4.4.2 Estudo dos parametros fisicos do sistema em fluxo

Os parametros fisicos do sistema de analise por injecado em fluxo foram
avaliados utilizando o método univariado, empregando os parametros quimicos
selecionados como 6timo, sempre buscando uma melhor sensibilidade e frequéncia
de amostragem, além da estabilidade da linha base.

Inicialmente avaliou-se o volume da alga de amostragem entre 100 a
500 pL no sinal analitico para uma solucdo de acetilcisteina 1,6x10* mol L™
Verificou-se um aumento do sinal analitico com o aumento do volume de
amostragem até o volume de 375 pulL, permanecendo constante para volumes
superiores. Dessa maneira, selecionou-se o volume de 375 ulL para os demais
experimentos.

O comprimento da bobina reacional B4, responsavel pela reacdo de
Ce(lV) e acetilcisteina foi estudado entre 65 a 150 cm com uma solugéo de
referéncia de acetilcisteina 9,6 x10° mol L. Como pode ser verificado na Figura
4.24, houve um aumento do sinal analitico com o aumento do comprimento da
bobina reacional até o comprimento de 100 cm, tendo uma ligeira diminuigdo da
magnitude do sinal analitico para comprimentos superiores. Selecionou-se o
comprimento de 100 cm, considerando-se o0 melhor compromisso entre sensibilidade

e freqUéncia de amostragem, além do razoavel desvio padrao relativo obtido.

0,42 T " T " T " T 5,0
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>
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60 20 120 150

comprimento da B /cm

FIGURA 4.24 Efeito do comprimento da bobina reacional B4 sobre o sinal analitico de
uma solucdo de referéncia de acetilcisteina 9,6 x10™° mol L™ (n=3). Absorbancia (--o--) e
precisao (---e--).
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O efeito do comprimento da bobina reacional B,, na qual ocorre a
reacao entre o Ce(lV) e ferroina sobre o sinal analitico, foi avaliado entre os
comprimentos de 65 a 150 cm no sinal analitico para uma solugédo de acetilcisteina
9,5x10° mol L™. N&o verificaram-se variagdes consideraveis do sinal analitico e da
precisdo no intervalo de comprimento das bobinas reacionais empregadas nesse
estudo. Dessa maneira, o comprimento de 65 cm foi selecionado para os demais
experimentos.

A vazdo da solugcdo de Ce(lV) 3,3x10° mol L™, em solugcdo de HCI
4,3x102 mol L”, sobre o sinal analitico para uma solucdo de referéncia de
acetilcisteina 5,6x10™° mol L™ foi avaliada nas vazées de 0,9; 1,7 € 2,2 mL min™. A
vazao que apresentou maior sinal analitico foi a de 0,9 mL min™", como pode ser
verificado na Figura 4.25. O aumento da vazao da solugcdo de Ce(lV) provocou a
diminuigdo do sinal analitico, bem como a diminuigdo da precisdo das medidas,
devido a diminuicdo do tempo de residéncia da zona de amostra dispersa contendo
acetilcisteina no percurso analitico. Dessa maneira, selecionou-se a vazao de 0,9
mL min™" para os demais experimentos.

Avaliou-se também a vazdo da solugdo de ferroina 2,5x10™ mol L
sobre o sinal analitico nas vazées de 0,7; 1,1 e 2,2 mL min” empregando-se a
mesma solugdo de referéncia de acetilcisteina supramencionada. Verificou-se um
aumento significativo do sinal analitico até a vazao de 2,2 mL min”'. O aumento da
vazao do reagente gera uma instabilidade da linha base e uma diminuicdo da
precisdo das medidas obtidas. Assim, considerando-se a relacéo entre sinal analitico
e precisdo dos sinais analiticos, selecionou-se a vazdo de 0,7 mL min” para os
demais experimentos.

O efeito da vazdo da solugdo transportadora (H2O) sobre o sinal
analitico foi estudado entre 1,1 a 3,0 mL min™". Verificou-se um aumento do sinal
analitico até a vazao de 1,5 mL min™, diminuindo para vazdes superiores. Assim,

selecionou-se a vazao de 1,5 mL min~' como 6tima.
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FIGURA 4.25 Efeito da vazdo da solucdo de Ce(SO.); 3,3x10° mol L' na
determinacdo de solugdo de referéncia acetilcisteina (n=3). Absorbancia (--o--) e
precisao (---e--).

A Tabela 4.17 apresenta os parametros avaliados na otimizagdo do
sistema em fluxo para a determinacdo de acetilcisteina em formulagdes

farmacéuticas.

TABELA 4.17 Parametros avaliados na otimizagdo do sistema em fluxo para a
determinacao de acetilcisteina empregando Ce(lV)/ferroina como reagentes

Paréametros Faixa estudada’ Selecionado

H2S04/ 10% mol L™ 24a15 4,3
Ce(V)/10° mol L™ 0,6a6,5 3,3

Ferroina / 10™ mol L™ 0,1a1,0 0,25

alca de amostragem / uL 100 a 500 375
Comprimento de B4/ cm 65 a 150 100
Comprimento de B, / cm 55 a 150 65
Solucdo de Ce(lV) / mL min™ 0,5a2,2 0,9
Solucéo de ferroina / mL min™ 0,5a2.2 0,7
Solugao transportadora / mL min™ 1,1a3,0 1,5

método univariado.
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4.4.3 Parametros analiticos do sistema de analise por injecao em

fluxo para a determinacao de acetilcisteina

A curva analitica foi obtida por injegdes sucessivas em triplicata de
solugdes de referéncia de acetilcisteina na faixa de concentragdo de 1,32x10° a
1,35x10™ mol L™". A curva analitica obtida apresentou uma equacdo AAbs = -0,058 +
5.666,03 x [NAC], onde AAbs é a variagao da absorbancia promovida pela solugéo
contendo o analito injetado e [NAC] é a concentracdo de acetilcisteina em mol L™
(r=0,9997). O limite de deteccéo obtido foi de 8,0 x 10° mol L™ (trés vezes o desvio
padrdo do branco/inclinagdo da curva analitica). O desvio padrao relativo para uma

solugdo de referéncia de acetilcisteina 2,2x10° mol L™ foi de 1,4 % (n=10).

4.4.4 Estudo de interferéncia

Dando continuidade aos trabalhos desenvolvidos, avaliou-se o
potencial de interferéncia de substancias presentes nas formulacdes farmacéuticas.
O estudo foi realizado adicionando-se concentragdes de cada excipiente em uma
solugcao de referéncia e o sinal analitico obtido foi comparado com o sinal analitico
obtido de uma solugcado de referéncia sem adicdo da substancia em estudo. Os
resultados sdo mostrados na Tabela 4.18. A concentracdo tolerada da substancia
considerada foi aquela que causou um desvio-padrdo ndo superior a +5% da
resposta obtida comparada com a solugdo que continha apenas a substancia de
referéncia. Das substancias avaliadas, o citrato de sodio foi a que causou maior
interferéncia, provavelmente devido a formagédo de complexo com os ions Ce(lV).
Sendo assim, a analise de formulagdes farmacéuticas que continham essa
substancia em altas concentragbes, como xaropes e envelopes efervescentes nao

puderam ser analisadas.
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TABELA 4.18 Influéncia das substancias excipientes na determinagao

acetilcisteina

104

de

Interferente Concentragao tolerada / mol L™
EDTA 4,1x10™
Sacarose 4,8x107
Cloreto de Benzalconio® 1,7x10™
Sacarina 5,3x10™
Acessulfame — K 2,2x10™
Polivilpirrolodona® 9,7x107
Carbonato de Sédio 4,3x10
Benzoato de Sddio 7,4x10™
Citrato de sodio 1,4x107°

Concentragao da solucdo de referéncia de acetilcisteina 3,8x10™ mol L™;

4% m/v.

44.5 Estudo da recuperacdo de acetilcisteina em produtos

farmacéuticos

No estudo da recuperacéo, trés aliquotas diferentes de uma solugao de

referéncia de acetilcisteina foram adicionadas em quatro amostras comerciais

contendo uma concentracéo final de 1,2x10™° mol L™ e os resultados comparados

com aqueles obtidos com as solugdes da amostra, sem adicdo da solugcéo de

referéncia de acetilcisteina. Os resultados mostrados na Tabela 4.19 indicam a

auséncia de interferéncia da matriz das amostras. Sendo assim, as amostras

estudadas podem ser analisadas com a injecdo direta da solugdo de amostra no

sistema de analise por injegao em fluxo.
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TABELA 4.19 Estudo da recuperacao de acetilcisteina em produtos farmacéuticos

Amostras Acetilcisteina / 10™ mol L Recuperacio

Adicionado Encontrado (%)

Acetilcisteina 1,45 1,52 104
(granulado) 2,18 2,29 105
2,91 3,09 106

Fluicis® 1,46 1,50 103
(granulado) 2,18 2,24 103
2,91 3,08 106

Fluimucil® 1,46 1,43 98
(granulado) 2,18 2,24 100
2,91 3,08 104

n=3.

4.4.6 Robustez

A robustez do sistema de analise por injecdo em fluxo desenvolvido neste
trabalho foi avaliada verificando-se as equacdes das curvas analiticas obtidas em
diferentes dias, sempre com solugdes de reagentes/referéncia e o médulo de analise
recém preparadas e montados. Obteve-se um desvio padrio relativo de 13,2% entre
os coeficientes angulares das equagdes que descrevem a curva analitica (

TABELA 4.20), indicando que o sistema otimizado apresenta robustez

adequada para implementagao em laboratorios de analise de rotina.

TABELA 4.20 Equacgdes das curvas analiticas obtidas em diferentes dias de
trabalhos

Dias equagao Coeficiente de regressao
1 Abs =-0,059 + 5.784,0 x [NAC] 0,999
3 Abs =-0012 + 5.464,8 x [NAC] 0,999
5 Abs =-0,012 + 4.984,4 x [NAC] 0,999
7 Abs =-0,029 + 4.435,3 x [NAC] 0,999
9 Abs =-0,018 + 4.238,9 x [NAC] 0,998

[NAC] concentracio de acetilcisteina em mol L.
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4.4.7 Aplicacao

Em seguida, realizou-se a analise de amostras comerciais contendo
acetilcisteina. As amostras apresentavam-se na forma de po6 cristalino
comercializado em envelopes contendo de 20 mg e 40 mg de acetilcisteina por
grama do produto.

O diagrama esquematico do sistema em fluxo empregado na
determinacao de acetilcisteina € mostrado na Figura 3.5.

O procedimento de analise por injecdo em fluxo proposto para
determinagcdo de acetilcisteina foi utilizado para quantificar esse analito em
formulagdes farmacéuticas. Os resultados obtidos empregando o sistema de analise
em fluxo otimizado e o resultado empregando o procedimento descrito na
Farmacopéia Brasileira'®® estdo mostrados na Tabela 4.21. Aplicando-se o teste-t
pareado, verifica-se que as concentragdes do analito obtidas pelos dois métodos
nao sao estatisticamente diferentes entre si a um nivel de 95% de confiancga,

indicando a precisédo do sistema de analise por injegdo em fluxo proposto.
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FIGURA 4.26 Sinais transientes obtidos para solugdes de referéncia de acetilcisteina
(1) 2,0x10° mol L™"; (2) 5,0x10° mol L™"; (3) 8,2x10° mol L'™"; (4) 1,0x10™* mol L'"; (5)
1,3x10™ mol L™, seguidos dos sinais transientes em quadruplicadas das solucdes de

amostras (A-C).

TABELA 4.21 Determinagdo de acetilcisteina em formulagbes farmacéuticas
empregando o sistema em fluxo proposto e o método comparativo da Farmacopéia

Brasileira'®
Amostras Acetilcisteina mg/g Erro relativo/%
Rotulado Oficial Proposto E4 Ex
Acetilcisteina® 20 20 + 1 19,7+ 0,8 1,5 -1,5
Fluicis® 20 19,209 20,4+0,9 6,2 2,0
Fluimucil®
40 41+ 2 40,9+0,5 -0,2 22

(granulado)

E+: erro relativo entre método proposto vs. Oficial ; E, = erro relativo entre procedimento proposto vs.

rotulado;
n=3; nivel de confianga 95%.
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4.5 Sistema de analise por injecao em fluxo para a determinagao
espectrofotométrica indireta de acetilcisteina utilizando a geragao

quimica de bromo'*’

O sistema em fluxo proposto baseou-se na habilidade de oxidacido da
acetilcisteina pelo bromo (Bry) gerado quimicamente em linha como mostrado na
equacao 1 da Figura 4.27. A acetilcisteina é oxidada pelo bromo (Br;) produzido em
fluxo formando o dissulfeto de acetilcisteina (equacdo 2, Figura 4.27). Dessa
maneira, desenvolveu-se um sistema em fluxo empregando a reacédo entre
acetilcisteina e bromo, como reagente, onde o excesso de bromo foi monitorado
espectrofotometricamente em 400 nm. A configuracao fisica desse sistema proposto
permitiu 0 uso de bromo em sistema de analise por injecdo em fluxo com detecgao
espectrofotométrica e a destruicdo em linha com uma solugao de acido ascoérbico
0,05% m/v do excesso de bromo gerado (equacéo 3, Figura 4.27). Este tratamento
em linha foi necessario devido a alta toxicidade do bromo ao analista, uma vez que

seus vapores irritam o sistema respiratério e olhos'>°.

NaBrO; + 5 KBr+ 6 HCI —= 3 Br, + 3 H,0 +5KCI| + NaCl (1)
N-acetil-CiSH + Br, — N-acetil-CiSSCiN-acetil + 2 HBr (2)
(excesso)
@) @)
HO OH N
— +Bry, —> HOH,C N0 + 2 HBr (3)
HOH,C g
O OH
OH
acido ascérbico acido desidroascorbico

FIGURA 4.27 Reacbdes quimicas envolvidas na determinacdo de acetilcisteina
empregando sistema de anadlise por injecdo em fluxo utilizando a geragao quimica
de bromo (Brz) como reagente.
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4.5.1 Avaliacao dos parametros quimicos do sistema de analise
por injecao em fluxo para a determinagcao de acetilcisteina em

formulagoes farmacéuticas

A otimizac&o dos parémetros fisicos do sistema de analise por inje¢cao
em fluxo foi realizada empregando o método univariado. Na otimizagdo da geracéo
de bromo, selecionaram-se as condi¢des adequadas a geragao de bromo.

O diagrama esquematico do sistema em fluxo empregado para
otimizag&o foi mostrado na Figura 3.6. Em todos os experimentos, vazdes fixas em
1,7 ml min™' foram empregadas para propulsdo de reagentes (Cq, C, e C3) e 1,5 mL
min™ para a solugao transportadora (C).

A influéncia da concentracdo de HCI (C;), entre a faixa de
concentragdo de 9,7x102 a 3,0x10”" mol L™, sobre a geragdo de bromo foi avaliada
empregando solucdo de KBr 2,3x10™" mol L™ (C4), solucdo de NaBrOz 1,2x10 mol L
(Cs) e agua como transportador (C). Neste estudo verificou-se o aumento do sinal da
linha base com aumento da concentracdo de HCI até a concentracdo de 2,4x10™
mol L™, mantendo-se constante para a concentragdo superior, como mostrado na
Figura 4.28. Sendo assim, selecionou-se esta concentragdo para os seguintes

experimentos.
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FIGURA 4.28 Estudo da concentracdo de HCI na produgdo de bromo (Brz). A
absorbancia refere-se a magnitude da linha base.
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Em seguida, foi também avaliado o efeito da concentracdo de brometo
de potassio (Cq) entre 4x102 a 3,5x10™ mol L™ sobre a magnitude da linha base
empregando uma solugdo de NaBrO; 1,9x102 mol L™ em C; e solugdo de HCI
2,4x10™" mol L™ em C,. Os resultados obtidos indicam que a concentragdo do bromo
gerado aumentou com aumento da concentragdo de brometo até a concentragao de
3,5x10™ mol L. Uma solucéo de brometo 2,2x10™" mol L™ foi selecionada devido a
melhor precisdo obtida nesta concentracgao.

O efeito da concentracdo da solugdo de bromato (C;3) sobre o sinal
analitico foi determinado empregando uma solugéo de brometo 2,2x10" mol L™ em
C, e solugdo de HCI 2,4x10™" mol L™ C,. A absorbancia aumentou com o aumento da
concentracdo de bromato até a concentracdo de 1,9x102 mol L™ e, acima desta
concentracdo permaneceu constante. Entretanto, uma concentragdo de 1,25x107

mol L™ foi empregada, considerando-se um menor consumo de reagente.

4.5.2 Estudo dos parametros fisicos do sistema FIA

Na otimizagdo dos parametros fisicos do sistema em fluxo empregou-
se 0 método univariado, sempre buscando o melhor compromisso entre o sinal
analitico (AA), precisao entre os sinais analiticos e frequéncia de amostragem.

A acetilcisteina quando injetada na solugao transportadora (C), resulta
em uma diminuicdo do sinal de absorbancia devido ao consumo do bromo
monitorado espectrofotometricamente em 400 nm, como mostrado nas reagdes 1 e 2
apresentadas na Figura 4.27

O efeito do comprimento do reator B4 sobre a geragdo de bromo foi
avaliado de 45 a 160 cm, monitorando-se o sinal da linha base. Avaliando-se os
dados obtidos e apresentados na Figura 4.29, pode-se observar um aumento da
absorbancia até o comprimento de 140 cm, permanecendo essa constante em
comprimentos maiores. Entdo, o comprimento de 140 cm foi selecionado como
otimo.

O efeito do comprimento do reator B, foi também investigado de 50 a
120 cm sobre a geracao de bromo (Figura 4.29). A variagao do comprimento desse

reator ndo promoveu um aumento na concentragdo de bromo produzido. Dessa
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maneira, selecionou-se o comprimento de 60 cm devido a melhor homogeneizagao
obtida. O efeito do comprimento do reator B; sobre a destruigdo do bromo foi
também avaliado entre os comprimentos de 50 a 120 cm. O comprimento de 60 cm

foi capaz de consumir completamente o bromo. Selecionou-se assim o comprimento

de 60 cm.
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FIGURA 4.29 Estudo do efeito do comprimento das bobinas reacionais (B1) e (Bz) na
geracéo de bromo.

O efeito do volume de amostra sobre o sinal analitico de uma solugao
de referéncia de acetilcisteina 1,2x10™ mol L™ foi avaliado entre 125 a 375 pL. O
aumento do volume de amostra resulta em um maior sinal analitico. Considerando-
se a melhor razdo entre a magnitude do sinal analitico e frequéncia de amostragem,
selecionou-se o volume de 250 yL como o volume ideal.

Neste sistema proposto, as solugbes de reagentes e a solugéo
transportadora foram mantidas na mesma vazao pela bomba peristaltica. Avaliou-se
a vazao de cada canal no intervalo de vazées de 1,2 a 2,5 mL min™. O melhor sinal
analitico foi obtido empregando a vazdo de 1,5 mL min™ em cada canal. Sendo
assim, selecionou-se essa vazao para o sistema em fluxo que foi empregado na
determinacao de acetilcisteina.

Para a destruicao do bromo (Br;) gerado quimicamente no sistema em
fluxo foram avaliadas duas substancias capazes de consumir o bromo: acido féormico
e acido ascérbico. Avaliou-se o efeito da concentragdo dessas substancias no

consumo do bromo, monitorando-se o sinal de absorbancia da linha base em
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comprimento de onda igual a 400 nm. Investigaram-se as concentragdes da solugéo
de acido férmico e acido ascorbico de 2,0; 5,0 e 10% (m/v). A solugdo de acido
ascorbico 2,0% promoveu uma degradacdo de apenas 12% na concentragcdo de
bromo. Nas concentragdes de 5,0% e 10% (m/v), o consumo de bromo foi total para
ambas as substancias testadas. A solu¢do de mesma concentragao de acido formico
5% m/v promoveu a destruigédo total do bromo. Para maior seguranga ao analista, a
concentracdo do acido ascoérbico selecionada para a destruicdo de bromo no fluxo
de descarte foi a concentragdo de 5% (m/v) & toxicidade do &cido férmico’,

A Tabela 4.22 a seguir, sintetiza os parametros avaliados na
otimizagdo do sistema em fluxo proposto para a determinagdo de acetilcisteina

empregando a geragao quimica do reagente bromo (Bry).

TABELA 4.22 Parametros avaliados na otimizacdo do sistema em fluxo para a
determinacao de acetilcisteina empregando a geragéo de bromo

Parémetros Faixa estudada Selecionado

HCI /10 mol L™ 9,7 a 30 24

KBr /10 mol L™ 4a35 22
NaBrO; / 10 mol L 0,8a1,9 1,25
Volume da alga de amostragem /uL 125 a 375 250
Comprimento de B4/ cm 45 a 160 140
Comprimento de B, / cm 50 a 120 60
Vazao 1,2a25 1,5

Acido ascérbico / %(m/v) 2,0a10 50

4.5.3 Parametros analiticos do sistema de analise por injecao em
fluxo para a determinacao de acetilcisteina empregando bromo

como reagente

O sistema de analise por injegdo em fluxo proposto apresentou uma curva
analitica com uma variagdo na concentracdo de acetilcisteina entre 1,6x10* a 1,6
x10 mol L™ descrita pela equacdo AA = 0,002 + 289,5 C; r=0,9973, onde AA é a

variagdo da absorbancia e C é a concentragdo de acetilcisteina em mol L ™. O desvio
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padrdo relativo para uma solucgéo de referéncia de acetilcisteina 5,3x10™* mol L™ foi

de 1,2% (n=10). A frequéncia de amostragem foi de 60 determinag¢des por hora.

4.5.4 Estudo de interferéncia

A interferéncia de substancias no sistema proposto foi avaliada pelo
estudo do efeito dos principais excipientes presentes nas formulagdes
farmacéuticas, como EDTA, NaCl, citrato de sodio e sacarose. Nesse estudo,
adicionou-se uma aliquota do excipiente em uma solugdo de referéncia de
acetilcisteina 5x10™ mol L™ e o resultado obtido foi comparado com o sinal analitico
de uma solugdo de referéncia de acetilcisteina de mesma concentragdo. A
concentracio tolerada do excipiente foi aquela que causou um erro relativo menor

que 5%.

TABELA 4.23 Estudo da seletividade na determinacéo de acetilcisteina

Excipiente Concentragéo tolerada / mol L™ Er/ %
EDTA 7,1x107 -4,7
Citrato de sédio 5,0x10° -3,7
Sacarose 8,2x1073 4.0
NaCl 5,0x107 4,0

Concentracao de acetilcisteina: 5,0x10™ mol L™

4.5.5 Estudo da recuperagdo de acetilcisteina em formulagdes

comerciais

No estudo da recuperacgao, trés aliquotas diferentes de uma solugcdo de
referéncia de acetilcisteina foram adicionadas em trés formulagcdes farmacéuticas
encontradas comercialmente, duas comercializadas na forma granulada e uma na
forma de liquida, contendo uma concentragdo de acetilcisteina 2x10* mol L™ e os
resultados comparados com aqueles obtidos com as solugdes de amostra, sem
adicao da solugao de referéncia de acetilcisteina. As recuperagdes obtidas variando

de 79,8 a 106%, apresentadas na Tabela 4.24, mostram um pequeno efeito de
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matriz da amostra avaliada no sistema de analise de injecdo em fluxo. Entdo, o
procedimento de adicdo multipla de padréo foi empregado para a determinagéo de

acetilcisteina na amostra Fluimucil® (Solugdo Nasal).

TABELA 4.24 Estudo da recuperacao de acetilcisteina

Acetilcisteina/ 10 mol L

Amostras Recuperacéo / %
Adicionado Encontrado
. ® 2,48 2,62 106
Acetilcisteina
3,72 3,72 100
(granulado)
4 .96 479 96,7
. ® 2,48 2,41 97,3
Fluimucil
3,72 3,67 98,8
(granulado)
4,96 4,96 100
. ® 2,48 2,08 83,9
Fluimucil
3,72 2,97 79,8
(solugao nasal)
4,96 4,53 91,3

n=3.

4.5.6 Robustez

A robustez do sistema em fluxo proposto foi avaliada verificando-se as
curvas analiticas obtidas em diferentes dias, sempre com solu¢cdes de reagentes
recém preparadas. As equacdes que descrevem as diferentes curvas analiticas séo
mostradas na Tabela 4.25. Como pode ser observado, um desvio padrao relativo
menor que 8% no coeficiente angular das equagbes que descrevem as curvas

analiticas indicam que o sistema em fluxo proposto € um procedimento robusto.
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TABELA 4.25 Equagdes das curvas analiticas obtidas em diferentes dias

Dia equacao Coeficiente de correlagao (r)
1 AAbs = 0,009 + 313,28 x [NAC] 0,998
2 AAbs = 0,014 + 271,2 x [NAC] 0,999
9 AAbs = 0,054 + 282,53 x [NAC] 0,999
7 AAbs =-0,005 + 313,28 x [NAC] 0,998
9 AAbs = 0,009 + 266,88 x [NAC] 0,999

AAbs: variagdo de absorbancia causada pela solugao de referéncia de acetilcisteina;

[NAC]: concentragéo das solugdes de referéncia de acetilcisteina.

4.5.7 Aplicagoes

O procedimento em fluxo proposto, mostrado na Figura 3.6, foi aplicado na
determinagao de acetilcisteina em formulagdes comerciais disponiveis. A Figura 4.30
mostra os sinais transientes obtidos com o sistema em fluxo proposto para a
determinacao de acetilcisteina.

A acetilcisteina foi determinada em produtos farmacéuticos usando o
procedimento proposto e também um procedimento comparativo da Farmacopéia
Brasileira'?® e os resultados s&o apresentados na Tabela 4.26. Os resultados obtidos
empregando-se o sistema em fluxo proposto estdo em boa concordéncia com
aqueles resultados obtidos empregando-se o procedimento comparativo a um nivel

de confianca de 95% (teste-t pareado).
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FIGURA 4.30 Sinais transientes obtidos em triplicata para a determinagdo de
acetilcisteina: (1) 1,6x10™*, (2) 3,3x10™, (3) 6,6x10™, (4) 9,8x10™ e (5) 1,6x10 mol L™,
seguidos de trés amostras A, B e C e novamente as solugdes de referéncia em
concentragado decrescente. Na determinagdo da amostra C empregou-se o metodo
de adicdo mdultipla de padrdo (Cs: solugdo de amostra; Cq: 2,0x10™* mol L™;.Cy:
3,3x10* mol L™"; Cs: 5,2x10™ mol L.

TABELA 4.26 Determinagdo de acetilcisteina em produtos farmacéuticos
empregando o procedimento em fluxo proposto e o procedimento da Farmacopéia
Brasileira'?®

Acetilcisteina (mg g™) Erro Relativo (%)
Amostras Método Método
Rotulado o E1 E>
Oficial proposto
Acetilcisteina®
37,2 41,0+0,5 36,5+0,6 -1,9 -10,9
(granulado)
Flumicil®
39,3 39,9+0,3 44,2+0,3 12,4 10,7
(granulado)
Flumicil®
11,5 11,3+0,4 11,440,4 -0,9 0,9

(solugéo nasal)?

n=3, nivel de confianga 95%; E4 = FIA vs. rotulado; E, = FIA vs. Método comparativo.
®mg mL™.
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Algumas conclusdes ja foram apresentadas nos resultados e discussao
desta tese. Algumas conclusdes adicionais referentes aos cinco procedimentos em
fluxo desenvolvidos para a determinagdo dos principios ativos em formulagoes
farmacéuticas serao a seguir descritas.

O sistema em fluxo para a determinacdo de furosemida permitiu sua
determinacdo em formulagdes farmacéuticas. No procedimento desenvolvido
empregou-se uma lampada ultravioleta com comprimento de onda de 380 nm e
solugdo de perdxido de hidrogénio para a destruicdo do residuo gerado em linha
pelos radicais hidroxilas (*OH) gerados. O procedimento desenvolvido é simples,
robusto e emprega reagentes de baixo custo.

Paralelamente, o procedimento em fluxo para a determinacdo de
paracetamol empregando hipoclorito de sédio e o-tolidina, permitiu a determinagao
de paracetamol sem a necessidade de tratamento da amostra para eliminagao da
interferéncia de acido acetilsalicilico™*. O sistema desenvolvido é simples, robusto e
seguro para o analista.

O sistema em fluxo reverso (FIA-r) empregando nitrito de sédio como
reagente permitiu a determinagdo de paracetamol com um consumo de reagentes
menor que os outros procedimentos descritos na literatura que empregam o mesmo
reagente46'1°2'104’137.

O procedimento em fluxo para a determinagdo de acetilcisteina foi
desenvolvido e baseou-se no monitoramento espectrofotométrico do Ce(lV) com
solugdo de ferroina. Dessa maneira, substituiu-se o reagente Arsenazo de alta
toxicidade'*®, reagente cromogénico & base de arsénio empregado para a
determinagao de Ce(lll).

O sistema em fluxo alternativo para a determinacao de acetilcisteina
que empregou bromo (Bry) € um sistema simples, barato e seguro ao analista,
devido a menor concetragdo de bromo gerado em linha que os procedimentos em
batelada. A destruicdo do bromo gerado com solug¢ao de acido ascorbico também foi
um fator para seguranca do analista e meio ambiente. Ademais, esse procedimento
nao apresentou interferéncia na determinagdo do analito em amostras comerciais

que continham citrato de sédio.
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Durante o desenvolvimento do presente trabalho, surgiram algumas
idéias de novos sistemas de analise por injecdo em fluxo para a determinagao
produtos farmacéuticos que poderao ser implementados no futuro.

Diversos analitos com amino grupos poderiam ser determinados
utilizando hipoclorito de sédio e o-tolidina como reagentes. Desta maneira, um
sistema polivalente poderia ser desenvolvido para a determinagéo sequencial de
dois ou mais farmacos, como furosemida, paracetamol, salicilamida,
hidroclorotriazida entre outros.

Uma solucdo de Ce(lV) poderia ser empregada em fluxo para a
oxidagdo e determinagdo de diversos farmacos contendo grupos tidis, como o
captopril.

O paracetamol poderia ser determinado em fluxo empregando-se
solugao de nitrito de sédio em meio acido, seguido de luminol em meio basico com
deteccdo por quimiluminescéncia.

Outros sistemas em fluxo poderiam ser desenvolvidos para
catecolaminas empregando-se oxidantes como o Bry(aq), Ce(lV), 104 entre outros e

detecgao das o-quinonas formadas em 410 nm.
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