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RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE PROCEDIMENTOS EM FLUXO ENVOLVENDO
REATORES EM FASE SOLIDA E MICROSSISTEMA ANALITICO CONSTRUIDO
COM LTCC (LOW TEMPERATURE CO-FIRED CERAMICS) PARA A
DETERMINACAO DE ANALITOS DE INTERESSE FARMACEUTICO. O emprego de
sistemas de andlise por injecdo em fluxo para a determinacdo de N-acetilcisteina,
captopril, dipirona e cloridrato de fluoxetina em formulacdes farmacéuticas foi
investigado. A N-acetilcisteina foi determinada empregando um reator em fase sélida
contendo fosfato de zinco imobilizado em resina poliéster acoplado ao sistema FIA.
O procedimento baseou-se na complexacdo dos ions Zn(ll) pela N-acetilcisteina no
reator em fase soélida, com consequente remocédo do complexo Zn(ll)-N-acetilcisteina
do reator, esse complexo reagiu com o regente vermelho de alizarina S (VA), em
tampéo borato pH 9,0, formando o complexo Zn(VA-BO3)s; cuja absorbancia foi
monitorada espectrofotometricamente em 540 nm. O segundo procedimento
desenvolvido foi a determinacédo de captopril empregando um reator em fase solida
contendo cloranilato de prata (Ag.CsCl,0O4) imobilizado em resina poliéster. Esse
sistema baseou-se na reacdo de precipitacdo do captopril com Ag(l), gerando no
reator um sal insoltvel entre o captopril e Ag(l) devido a menor solubilidade do sal
formado em relacdo ao Ag.CsCl,04. ApOs a formacdo do sal insolivel no reator
ocorreu o deslocamento do anion cloranilato, CsCl.04%, que reagiu com o Fe(lll) em
um ponto de confluéncia do sistema em fluxo produzindo o complexo FeCgCl,04"
que foi monitorado espectrofotometricamente em 528 nm. Em um outro
procedimento, a N-acetilcisteina e o captopril foram determinados separadamente
em um sistema de andlise por injecdo em fluxo através da formag¢do em linha do
azul da Prussia. Nesse procedimento, a N-acetilcisteina ou o captopril foram
oxidados pelo Fe(lll), produzindo Fe(ll) que reagiu com hexacianoferrato(lll) em um
ponto de confluéncia do sistema FIA, gerando o azul da Prassia (Fes[Fe(CN)gls), que
foi monitorado espectrofotometricamente em 700 nm. Foi proposto também um
sistema de analise por injecdo em fluxo com zonas coalescentes e fluxo intermitente
com deteccdo turbidimétrica para a determinacdo de cloridrato de fluoxetina em
produtos farmacéuticos. O sistema baseou-se na reacao entre o cloreto do cloridrato
de fluoxetina e o nitrato de prata (AgNO3), formando o (AgCls), que foi monitorado
turbidimetricamente em 420 nm. Por ultimo, foram desenvolvidos dois procedimentos

empregando sistema de andlise por injecdo em fluxo para a determinacdo de
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dipirona em formulacbes farmacéuticas utilizando Fe(lll) como reagente
cromogénico. No primeiro procedimento foi empregado um microssistema analitico
construido com LTCC e no segundo foi utilizado um sistema FIA com zonas
coalescentes sem o0 acoplamento do microssistema. Nesses sistemas, sucedeu a
formacdo em linha de um croméforo azul, a partir da reacdo entre o Fe(lll) e a

dipirona, que foi monitorado espectrofotometricamente em 622 nm.
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF FLOW PROCEDURES INVOLVING SOLID-PHASE
REACTOR AND ANALYTICAL MICROSYSTEM CONSTRUCTED WITH LTCC
(LOW TEMPERATURE CO-FIRED CERAMICS) TO DETERMINATION OF
ANALYTES OF PHARMACEUTICAL INTEREST. The employment of flow injection
systems to determination of N-acetylcysteine, captopril, dipyrone and fluoxetine
hydrochloride in pharmaceutical formulations was investigated. The N-acetylcysteine
was determinated employing a solid-phase reactor containing Zn3(PO,), immobilized
in a polyester resin coupled to a flow injection system. The procedure was based on
the chelation of Zn(ll) ions with N-acetylcysteine in the solid-phase reactor, with
consequent releasing of the complex Zn(ll)-N-acetylcysteine of the reactor, this
complex reacted with alizarin red S (VA) in borate buffer pH 9.0 generating the
complex Zn(VA-BO3); which absorbance was measured spectrophotometrically at
540 nm. The second developed procedure was the determination of captopril (CAP)
in pharmaceutical formulations employing a solid-phase reactor containing silver
chrolanilate (Ag2CsCl,0O4) immobilized in a polyester resin. In this system occured
the precipitation reaction of captopril with the Ag(l), producing in the reactor an
insoluble salt between the CAP and the Ag(l) due to the lower solubility of the formed
salt related to Ag.CeCl,O4. After the formation of the insoluble salt in the reactor
occured the releasing of chloranilate anion, C¢Cl,04%, that reacted with the Fe(lll)
producing the complex FeCsCl,O4" which was monitored spectrophotometrically at
528 nm. In another procedure, the N-acetylcysteine and captopril were determined
separately in a flow injection system through the on-line of the Prussian blue
formation. In this procedure, the N-acetylcysteine or the captopril were oxidized by
Fe(lll), producing Fe(ll) that reacted with hexacyanoferrate(lll) in a point of flow
system, generating the Prussian blue (FesFe(CN)s]s), that was monitored
spectrophotometrically at 700 nm. It was also proposed a flow injection system with
merging zones and intermittent flow with turbidimetric detection to determination of
fluoxetine hydrochloride in pharmaceuticals. This system was based on the
formation of an insoluble salt (AgCls)) between the AgNO; and the chloride of the
hydrochloride of the fluoxetine molecule that was turbidimetrically detected at 420
nm. Finally, two procedures were developed employing a flow injection system to
determination of dipyrone in pharmaceuticals using Fe(lll) as chromogenic reagent.

In the first procedure, it was employed an analytical microsystem constructed with
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LTCC and in the second one, it was used a flow injection system with merging zones
without the use of microsystem. In these systems, occured the formation on-line of
an blue chromophore between Fe(lll) and the dipyrone that was monitored

spectrophotometrically at 622 nm.
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO

1.1. Automatizacéo de Sistemas Analiticos

A crescente necessidade de automatizacdo de procedimentos
analiticos se deve ao grande aumento do numero de amostras laboratoriais a serem
analisadas, principalmente nas areas clinicas e ambientais, e a demanda por
técnicas rapidas e confiaveis permitindo, assim, a aquisicdo de um maior niumero de
informacgdes utilizando menor tempo e esforgo humano'*.

O desenvolvimento de novos procedimentos automatizados para a
determinacdo de farmacos na forma livre ou na presenga de outras substancias,
especialmente os genéricos e aqueles que apresentam importancia farmacoldgica e
de saude publica, deve-se ao fato da grande produgdo desses medicamentos na
industria farmacéutica, as quais necessitam de procedimentos rapidos, precisos, de
baixo custo e alta seletividade para tal determinacéo®. Isso vem ocorrendo devido ao
crescimento da demanda destes produtos ocasionado pelo crescimento populacional
em paises em desenvolvimento e o crescimento de doencgas relacionadas a terceira
idade.

Sistema de analise por injecdo em fluxo apresenta-se prontamente
para a automatizacdo da area de controle analitico, devido a sua flexibilidade e
robustez requeridas para suportar o trabalho de rotina tipico de uma industria ou de
um laboratério farmacéutico®*. Indicios da consolidagdo alcancada pelo sistemas em
fluxo podem ser confirmadas pelo grande numero de artigos publicados nas ultimas
décadas e até mesmo a Farmacopéia Americana (USP XXIII)°, que preconiza o
emprego de um sistema em fluxo com deteccdo espectrofotométrica para a
determinacao indireta de iodeto empregando a reagdo com acido arsenoso e Ce(l1V).

A analise por injecao em fluxo € uma técnica que permite automatizar a
manipulacdo de solugdes, visando economizar tempo, minimizar o consumo de
reagentes e amostras, diminuir ou eliminar contaminagdo da amostra durante a
operagao, minimizar a instabilidade de produtos e/ou reagentes, aumentar a
precisdo e diminuir o custo operacional. Além disso, € caracterizada por alta
simplicidade, versatilidade e pode ser implementada com instrumentagcdo de baixo

custo em qualquer laboratério analitico®®.
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1.2. Miniaturizacao de Sistemas Analiticos

Desde a década de sessenta, quando do inicio do desenvolvimento de
equipamentos eletrénicos, a miniaturizacdo tornou-se uma realidade que nos
acompanha e tem propiciado avangos tecnoldgicos extremamente importantes para
a vida dos seres humanos em todas as areas. Os exemplos mais significativos séo
0s avangos da eletrénica e da informatica. Essa tendéncia, entretanto, também se
faz evidente em outras areas do conhecimento como na fisica, medicina, biologia e
na quimica.

O primeiro dispositivo analitico miniaturizado foi proposto por
TERRI'®" em 1975, na qual esse pesquisador propds em sua tese de doutorado um
sistema de cromatografia em fase gasosa construido com silicio. Entretanto, esse
trabalho ndo teve muito impacto, pois o conceito de miniaturizacdo ainda nao estava
consolidado entre os grupos de pesquisa espalhados pelo mundo.

A partir da década de noventa quando MANZ et al.'®"?

propuseram o
microssistema de analise total (u-TAS), um grande desenvolvimento na construgao,
elaboracdo e o emprego de novas tecnologias para a construgdo de dispositivos
miniaturizados vem sendo divulgado.

Na quimica analitica, a utilizacdo dos u-TAS permitiu integrar varias
etapas analiticas, como introdugcdo da amostra e pré-tratamento das amostras,
execucdo de reagdes quimicas, separagcao analitica e deteccdo em um Uunico
dispositivo. Todos esses fatores, aliados a portabilidade, impulsionaram o
desenvolvimento dos microssistemas analiticos nos ultimos anos.

O emprego de microssistemas analiticos oferece um grande numero de
vantagens, entre as quais a possibilidade de produgdo em larga escala acarretando
na reducado dos custos de produgdo, diminuicdo no consumo de reagentes e no
volume de residuos gerados, alta frequéncia de amostragem e também a
portabilidade, a qual permite ao usuario realizar analises in-situ em lugares onde
dificilmente se poderiam utilizar equipamentos de grandes dimensdes e obter a
informacgao analitica em tempo real™ ¢,

Sao diversas as técnicas e os materiais utilizados para se fazer a
miniaturizagdo dos sistemas de analise quimica. O silicio e o vidro vém sendo os
materiais mais utilizados para essa finalidade, ndo somente devido as suas

propriedades fisico-quimicas, como também ao alto grau de desenvolvimento que
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vém adquirindo em suas tecnologias associadas'’. Recentemente, porém, os
polimeros tém se tornado o material mais empregado para a microfabricagao,

devido, especialmente, a seu baixo custo'®.
1.3. LTCC (Low Temperature Co-fired Ceramics)

LTCC é uma tecnologia de multi-camadas que ha muitos anos vém
sendo empregada na construcdo de microeletrénicos assim como, na area militar e
automotiva. Essa tecnologia consiste na sobreposicdo de camadas em um
alinhamento preciso antes do processo de sinterizagdo. Essa tecnologia também
vem sendo utilizada na construgdo de circuitos integrados hibridos, que incluem
resistores, indutores, capacitores e componentes ativos em um mesmo substrato.
Essa tecnologia apresenta diversas vantagens em relagdo a outras tecnologias de
empacotamento (e.g. HTCC), como: a ceramica € sinterizada a temperatura abaixo
de 1000  C devido a sua composigdo especial e permite a sinterizagdo com materiais
de alta condutividade (prata, cobre e ouro).

A tecnologia denominada LTCC, também conhecida como ceramicas
verdes € um compdsito composto de vidro, solventes organicos e ceramica (mais
comumente utilizada é a alumina). A Figura 1.1. mostra a rampa de temperatura

empregada para a sinterizagdo das cerémicas verdes.
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FIGURA 1.1. Rampa de temperatura para a sinterizagao das ceramicas.

A principal caracteristica é a presenga de duas etapas constantes, de
30 minutos de duragdo cada uma. Na primeira em 350°C, ocorre a volatilizacéo total

dos compostos organicos presentes na ceramica. Na segunda em 850°C, se
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encontra a temperatura de transi¢cao vitrea da maioria dos vidros. Nessa temperatura
ocorre a interpenetracdo da alumina entre as camadas. Por fim, a etapa de
resfriamento a 5 C/min obtendo-se um microssistema analitico rigido e duro apés o
termino da sinterizagao.

O uso dessas ceramicas facilta o projeto e a construgdo de
microssistemas, permitindo a construgcdo de dispositivos miniaturizados sem a
necessidade de trabalhar em condicdes de laboratorio estritamente controladas,
como por exemplo, salas limpas, ou com pessoas altamente qualificadas. E possivel
utilizar tanto uma microfresadora como equipamentos a laser para a construgao de
canais e cavidades dos dispositivos. Ademais, o processo de fabricacdo do
dispositivo € muito rapido. Além disso, a metodologia de sobrepor camada sobre
camada permite desenhar com maior facilidade dispositivos com estruturas
tridimensionais complexas, simplificando a miniaturizagdo e a integragdo das
diferentes etapas de tratamento das amostras (mistura de reagentes, separagao,
pré-concentracao, etc.), que sao necessarias em determinadas analises. Com a
integracédo do sistema de detecgéo e fluidico em um mesmo dispositivo construido
com LTCC é possivel, com grande versatilidade, integrar diferentes tipos de
detectores como eletroquimicos (potenciométricos e amperométricos) e Opticos

(espectrofométricos e quimiluminescentes)'®.

1.4. Controle da Qualidade de Medicamentos

A Secretaria de Vigilancia Sanitaria®® e a Farmacopéia Brasileira®®
definem medicamento de maneira genérica como produto farmacéutico,
tecnicamente obtido ou elaborado, com finalidade profilatica, curativa, paliativa ou

para fins de diagnéstico.

O Ministério da Saude baixou normas e aperfeicoou mecanismos
destinados a garantir ao consumidor a qualidade dos medicamentos, tendo em conta
a identidade, atividade, pureza, eficacia e inocuidade dos produtos e abrangendo as
especificacdes de qualidade e a fiscalizacdo de producéo?’.

O controle de qualidade é fundamental para garantir a qualidade dos
medicamentos consumidos pela populacdo. Durante as analises varios parametros
sao avaliados como presenca e concentracdo do principio ativo, uniformidade de

dose, etc. Atualmente varios estabelecimentos ndo autorizados vendem
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medicamentos, isto gera a necessidade de fiscalizagao e apreenséo por parte dos

érgaos competentes?®,
1.4.1. Algumas Consideracf6es Sobre Medicamentos

1.4.1.1. Prazo de Validade

O prazo de validade limita o tempo durante o qual o produto podera ser
usado. Os produtos deverao indicar nos rétulos, quando tecnicamente possivel, a
data do término do prazo de validade. Essa data identifica o tempo durante o qual o
farmaco estara de acordo com as exigéncias da monografia farmacopeica, quando
mantidos sob as condi¢cdes de conservagao indicadas. Quando o prazo de validade
for indicado apenas pelo més e ano, entende-se com o vencimento do prazo, o
ultimo dia desse més. O prazo de validade é resultado dos estudos de estabilidade
feitos nos produtos apos a fabricacado, este deve acompanhar o relatério técnico do

farmaco, quando do registro na ANVISAZ.

1.4.1.2. Rotulagem

E a identificacdo impressa, bem como dizeres pintados ou gravados a
fogo, pressdo ou decalques aplicados diretamente sobre recipientes, vasilhames,
involucro, envoltdrios ou qualquer outro material de acondicionamento. Os rétulos
terao dimensdes necessarias a facil leitura e serdo redigidos de modo a facilitar o
entendimento ao consumidor. A confecgao dos rotulos devera seguir as normas da
ANVISA®.

1.5. Farmacos Estudados

Os farmacos que foram estudados nessa tese de doutorado foram N-
acetilcisteina (agente mucolitico), captopril (antihipertensivo), dipirona (analgésico e
antipirético) e cloridrato de fluoxetina (antidepressivo).

1.6. N-acetilcisteina

1.6.1. Aspectos Gerais
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A N-acetilcisteina (Figura 1.2) (L-a-acetamido-B-acido
mercaptopropiénico) & um pé cristalino branco, tendo leve odor acético. E facilmente
soluvel em agua e em alcool; praticamente insoluvel em cloroformio e éter. Foi
introduzida no mercado na década de sessenta e foi o primeiro agente chamado

como mucolitico®'. o

HS OH
NH

O
Figura 1.2. Estrutura molecular da N-acetilcisteina

A N-acetilcisteina € um agente redutor, sendo degradada por agentes
oxidantes. Nos estudos in vitro em pH entre 7 e 9, esse ti6l € capaz de promover
mucolise em poucos minutos. N-acetilcisteina € o precursor acetilado dos
aminoacidos L-cisteina e glutationa reduzida (GSH). Historicamente, a N-
acetilcisteina tem sido usada como um agente mucolitico em doengas respiratorias
crénicas e também como um antidoto para intoxicacdo por paracetamol. A molécula
da N-acetilcisteina possui um grupo sulfidrico livre ao qual é atribuida a propriedade
de romper as pontes ou as ligagdes dissulfeto das mucoproteinas que outorgam
viscosidade ao muco das secrecdes pulmonares. Este mecanismo explicaria a sua
acdo mucolitica®.

Recentemente, estudos em animais e humanos tém mostrado ser a N-
acetilcisteina um poderoso antioxidante e um agente terapéutico potente no
tratamento do cancer, doengas do coracgao, infecgao com o virus do HIV, intoxicagao
com metais pesados, e outras doencas caracterizadas por radicais livres. N-
acetilcisteina tem-se mostrado eficaz também no tratamento da sindrome de

Sjogren, gripes, hepatite C e nos males causados pelo habito de fumar®*=°.

1.6.2. Procedimentos para Determinacdo de N-acetilcisteina

Diversos procedimentos analiticos s&o descritos na literatura para a

determinacdo de N-acetilcisteina em formulagdes farmacéuticas. Estes

37-45 47-50

procedimentos incluem: espectrofotometria , potenciometria46, voltametria ,
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quimiluminescéncia®’*?, fluorumetria®®, condutometria®, cromatografia liquida de alta
eficiéncia®® e turbidimetria®®.

O emprego de sistema de analise por injecdo em fluxo para a
determinacdo de N-acetilcisteina em formulacbes farmacéuticas € amplamente
descrito na literatura. A maioria desses procedimentos é baseada na quantificagao
indireta®"*®424® de N-acetilcisteina ou a partir de uma reagéo de complexagao®®.

O nosso grupo de pesquisa propds varios procedimentos empregando
sistema de analise por injegdo em fluxo para determinagdo de N-acetilcisteina em
amostras comerciais. Um sistema FIA com zonas coalescentes foi proposto por
FORNAZARI et al.** O procedimento baseou-se na reacdo de oxidacdo da N-
acetilcisteina com o Fe(lll), produzindo Fe(ll). Este, ao reagir com a 1,10-
ortofenantrolina forma o cromoforo (tris (1,10-ortofenantrolina) ferro (1)), que foi
monitorado espectrofotometricamente em 515 nm. O emprego de Ceério(IV) como
reagente oxidante e ferroina como reagente cromogénico foi proposto por VIEIRA &
FATIBELLO*. Para esse sistema, a curva analitica foi linear na faixa de
concentracdo de N-acetilcisteina de 6,5 x 10° a 1,3 x 10* mol L™ e apresentou um
limite de deteccdo de 5,0 x 10° mol L™'. Um procedimento de analise por injecdo em
fluxo com detecgdo turbidimétrica foi descrito por SUAREZ et al.”® O procedimento
baseou-se na precipitacdo da N-acetilcisteina com Ag(l) em meio acido e o sal
insoluvel produzido foi monitorado em 410 nm. A curva analitica para a N-
acetilcisteina foi linear no intervalo de concentragdo de 1,0 x 10* a 1,0 x 10 mol L™
e um limite de detecgao de 5,0 x 10™° mol L™ foi obtido.

Um sistema de analise por injecdo em fluxo com deteccado no UV foi
proposto por SANCHES-PEDRENO et al®®. Nesse sistema, a N-acetilcisteina foi
determinada diretamente a partir da formagdo de um complexo amarelo estavel
entre e o paladio (I1) em meio de HCI 1 mol L.

DU et al.>’ desenvolveram um procedimento em fluxo com deteccgéo
quimiluminescente baseado no aumento da intensidade quimiluminescente na
presenca de N-acetilcisteina a partir do sistema luminol-H,O, em meio alcalino.

Um sistema de analise por injecdo em fluxo com detecgéao
potenciométrica foi proposto por KOLAR & DOBCNIK*. Esses pesquisadores
imergiram um fio de prata em uma solugéo contendo cloreto de mercurio (llI), em
seguida o eletrodo foi posto em uma solu¢éo de iodeto. Este pré-tratamento quimico

da superficie do eletrodo serviu para formar uma fina camada de iodeto de prata,
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que o transformou em um eletrodo ion-seletivel para iodeto. O eletrodo foi usado
como um sensor potenciométrico para determinacao de N-acetilcisteina em um fluxo
carregador contendo iodo a uma vazéo de 1,0 mL min™.

ALVAREZ-COQUE et al.*® descreveram um procedimento para
determinacdo de N-acetilcisteina, baseado na reacdo de derivatizacdo entre a
N-acetilcisteina com o-ftalaldeido e isoleucina em pH 9,5, sendo o produto da reagao
monitorado espectrofotometricamente em 335 nm. A curva analitica foi linear no
intervalo de concentragdo de N-acetilcisteina entre 5,0 x 107 e 4,9 x 10° mol L™ e

apresentou um limite de deteccdo de 9,1 x 107 mol L™,
1.6.3. Métodos Oficiais

A Farmacopéia Americana®’ preconiza a cromatrografia liquida de alta
eficiéncia empregando uma solugao de bissulfito de sédio como padréo interno para
a determinagao quantitativa de N-acetilcisteina com deteccdo em 214 nm, enquanto
a Farmacopéia Brasileira®® recomenda a titulagdo potenciométrica empregando
nitrato de mercurio (lI) como titulante, fio de ouro como eletrodo indicador e

calomelano como eletrodo de referéncia.

1.7. Captopril

1.7.1. Aspectos Gerais

O captopril (Figura 1.3) € uma substancia do grupo chamado inibidores
da enzima conversora da angiotensina (ECA) e age diminuindo a press&o arterial®®.
Este farmaco demonstra excelente efetividade no tratamento da hipertensao arterial,
sendo considerado o medicamento de primeira escolha.

Normalmente, ocorrem redugdes maximas da pressao arterial 60 a 90
minutos apods a ingestdo da dose. A diminuicdo da pressao arterial pode ser
progressiva; assim, para se obter melhores resultados, podem ser necessarias

varias semanas de tratamento®®.
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HS O

N
_-COOH
H

Figura 1.3. Estrutura molecular do captopril
1.7.2. Procedimentos para a Determinacéo de Captopril

Na literatura s&o relatados diversos meétodos para determinacédo de

captopril em formulacdes farmacéuticas, como, fluorimetria®®®’, voltametria®*®,

64-66 67,68 69-78

potenciometria®®, condutometria®’®®, espectrofotometria®®’®, quimiluminescéncia™

8 biamperometria® e cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecgao
espectrofotométrica®’.

A seguir sdo descritos alguns trabalhos empregando sistemas em fluxo
para a determinacao de captopril em formulacdes farmacéuticas.

Um sistema FIA com deteccdo espectrofotométrica foi descrito por
TZANARAS et al.®® para a determinagado de captopril em formulacdes farmacéuticas.
Este procedimento foi baseado na oxidagao do captopril pelo Fe(lll). O Fe(ll) gerado
nessa reagao reagiu com 2,2-dipiridil-2-piridilhidrazona em meio acido produzindo
um complexo que foi monitorado espectrofotometricamente em 535 nm. A curva
analitica foi linear na regido de concentracdo de 3,2 x 10°a 4,6 x 10> mol L™,
apresentou um limite de deteccdo de 1,8 x 10° mol L™ e uma frequéncia de
amostragem de 120 h™'. Em um outro trabalho publicado’™ pelo mesmo grupo de
pesquisa, o captopril foi determinado empregando um sistema de analise por injegao
em fluxo reverso utilizando o efeito inibitério do captopril sobre o complexo Co(ll)-
2,2-dipiridil-2-piridilhidrazona.

Dentro do nosso grupo de pesquisa, foi desenvolvido um procedimento
para a determinacdo de captopril empregando espectrofotometria e sistema de
analise por injecdo em fluxo. SUAREZ et al.”® desenvolveram um procedimento em
fluxo com deteccao espectrofotométrica para a determinagao de captopril baseando-
se na oxidagao do captopril pelo Fe(lll) produzindo Fe(ll) que foi monitorado como

complexo (tris (1,10-ortofenantrolina) ferro (I1)) em 515 nm. Para esse procedimento



Introducéo 11

a curva analitica para o captopril foi linear no intervalo de concentragdao de
1,0 x 10° a 8,0 x 10 mol L™, limite de detecgdo de 5,0 x 10° mol L' e uma
frequéncia de amostragem de 60 h™.

Um sistema FIA empregando o reagente Folin-Ciocalteau foi proposto
por KARLICEK & SOLICH™. O procedimento baseou-se na formagdo de um
croméforo azul entre o reagente e o captoprii que foi monitorado
espectrofotométricamente em 740 nm. A curva analitica foi linear na regido de
concentragédo de 2,0 a 50 pg mL™" e uma frequéncia de amostragem de 60 h™' foi
alcancgada.

A capacidade de formagdo de um complexo entre o captopril com
Pd(Il) serviu de base para PIMENTA et al.”” desenvolverem um procedimento
utilizando analise por injecdo sequencial (SIA) e ALBERO et al.”® utilizarem um
sistema de analise por injecdo em fluxo para a determinacdo de captopril em
amostras comerciais.

Reacdes quimiluminescentes também foram empregadas utilizando
sistema em fluxo para a quantificagdo de captopri. ECONOMOU et al.®!
descreveram um procedimento em fluxo com detecgao quimiluminescente baseado
no aumento da radiacdo quimiluminescente apds a reagao do captopril com o
luminol e o perdxido de hidrogénio. XIRONG et al.®? propuseram um sistema na qual
o captopril inibia a radiagdo luminescente do sistema luminol-H,O,-Cu(ll). Um
sistema com parada de fluxo empregando a reagdo entre o captopril e o
permanganato de potassio em meio acido, foi investigado por PULGARIN et al.®®
para a geracao de quimiluminescéncia, que foi intensificada com a adi¢cao de
formaldeido como reagente fluorescente.

Um sistema FIA com detec¢do biamperométrica indireta de captopril
empregando o sistema redox Fe(lll)/Fe(ll) foi desenvolvido. Para esse sistema a
curva analitica foi linear no intervalo de concentragdo de 0,03 a 3,6 ug mL™ e uma

frequéncia de amostragem de 60 h™' foi obtida®®.
1.7.3. Método Oficial

A Farmacopéia Americana®® recomenda a iodimetria para a

determinagao quantitativa de captopril.
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1.8. Dipirona Sddica

1.8.1. Aspectos Gerais

A dipirona (sal de sédio do 1-fenil-2,3-dimetil-4-metil
aminometanossulfonato-5-pirazolona, Figura 1.4). E um po6 cristalino de coloracdo
branca soluvel em agua e alcool, ligeiramente soluvel em cloroférmio e praticamente
insoluvel em éter. Quimicamente, a dipirona € um derivado 5-pirazolénico com a
presenca de um grupo metanossulfénico na estrutura. E comercializada
principalmente na forma sédica em diferentes formas farmacéuticas (solugao oral,

injetavel, comprimidos e supositorios)®°.

C‘:6H5
CHS\ N/N\/O
CHy’ | TCHZSO3Na

CHs
Figura 1.4. Estrutura molecular da dipirona sodica

A dipirona sédica € um medicamento com propriedades analgésicas e
antipiréticas indicado no tratamento sintomatico da dor e febre, age simultaneamente
a nivel central e periférico, sua absorcao é rapida, uniforme e quase completa. Cerca
de 58 % da dose liga-se as proteinas plasmaticas, proporcionando o efeito do
farmaco em aproximadamente 15 minutos apos a administragao do medicamento. A
biotransformagdo da droga ocorre a nivel hepatico, com duragcdo do efeito de
aproximadamente 4 a 7 horas. A eliminagdo da droga ocorre a nivel renal sendo
cerca de 70 % de uma dose excretada pela urina apés 24 horas da ingestao®.

ApOs a ingestado de dipirona, pelo menos sete metabdlitos poderao ser
detectados no plasma, e seis destes na urina. Os metabdlitos mais importantes sao
4-N-metilaminofenazona, 4-aminofenazona, 4-N-acetilaminofenazona e 4-N-
formilaminofenazona. Na urina, os metabdlitos mais significativos encontrados séo
os derivados formil e acetil. Circunstancialmente, uma coloracdo avermelhada da
urina pode revelar a existéncia de outro metabdlito da dipirona, o acido rubazébnico.

Esta coloracdo avermelhada néo tem significado clinico ou toxicolégico®™.
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1.8.2. Procedimentos para a Determinacao de Dipirona

Diversos procedimentos espectrofotométricos foram descritos para a
determinagdo de dipirona em formulacdes farmacéuticas®®. Sistemas de andlise
por injecdo em fluxo foram desenvolvidos para a determinagdo de dipirona com
deteccdo na regido do UV-visivel utilizando diferentes reagentes como,

%8 e molidato de

p-dimetilaminocimaldeido®, p-dimetilaminobenzaldeido®, |5
amonio®. Além desses procedimentos, a dipirona foi determinada em formulagées
farmacéuticas empregando sistema de andlise por injecdo em fluxo com detecgéo

coulométrica’®, absorcdo atémica'®’, turbidimétrica’®, amperométrica’®'%

196 & fluorimétrica’®’.

biamperométrica’®®, quimiluminescente

WEINERT et al.®® propuseram um procedimento empregando sistema
de analise por injegdo em fluxo com deteccdo espectrofotométrica para a
determinacao de dipirona em formulacdes farmacéuticas. O procedimento envolveu
a reacao entre a dipirona e o p-dimetilaminocimaldeido (p-DAC) em meio acido
empregando dodecil sulfato de s6dio como meio micelar. Com o emprego deste
reagente houve um aumento de quase seis vezes na sensibilidade do procedimento.

LIMA et al.”” propuseram um sistema em fluxo utilizando micro-bombas
para a determinacdo de dipirona em formulagdes empregando p-
dimetilaminobenzaldeido (PDBA) como reagente crombgenico. A curva analitica foi
linear na regido de concentragdo de 10 a 400 mg L. O limite de detecgao e o limite
de quantificacdo obtidos foram de 1,0 e 4,0 mg L™, respectivamente e frequéncia de
amostragem obtida foi de 50 h™.

PEREIRA et al.®® desenvolveram um procedimento para determinagéo
de dipirona baseado na geragao de ions triiodeto num sistema de analise por injecéo
em fluxo pela mistura de solugdes de iodato e iodeto-amido. Os ions triiodeto
gerados em linha ao reagirem com a dipirona injetada no sistema oxidam o grupo
metanossulfénico do farmaco a sulfato. O consumo de ions I3 pela dipirona provoca
um decréscimo da absorbancia do complexo triiodeto-amido que foi monitorado
espectrofotometricamente em 580 nm. O limite de detec¢do encontrado foi de
6,0 x 10° mol L' com uma frequéncia de amostragem de 60 h™.

Alguns procedimentos foram desenvolvidos pelo nosso grupo de
pesquisa empregando sistema em fluxo para a determinagdo de dipirona. Um

sistema de analise por injecdo em fluxo de linha unica utilizando o molibdato de
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amdnio como reagente cromogénico foi desenvolvido®. O procedimento foi baseado
na reacao de formacado do acido molibdico a partir da reacdo do molibdato de
aménio em meio acido, e em seguida a redugdo do acido molibdico pela dipirona
formando o azul de molibdénio que foi monitorado espectrofotometricamente em 620
nm. O procedimento foi linear no intervalo de concentragdo de dipirona de
5,0 x 10* a 8,0 x 10 mol L' com um limite de detecgdo de 9,6 x 10° mol L™. O
desvio padrao relativo de 10 determinagdes sucessivas de dipirona 5,0 x 10™ mol L™
foi de 1,7 % e a frequéncia de amostragem alcangada foi de 60 h.

Um reator em fase soélida contendo AgCls, foi inserido em um sistema
FIA de linha Unica, para atuar como fonte de ions Ag®. O procedimento baseou-se
na propriedade redutora da dipirona'®. Os ifons Ag® contidos no reator foram
reduzidos pela dipirona a Ag° que foi, entdo, detectada turbidimetricamente em 425
nm. A concentragao de dipirona injetada no sistema foi proporcional a quantidade de
Ago gerada. A curva analitica foi linear no intervalo de concentragéo de dipirona entre
5,0 x 10* e 2,5 x 10 mol L' com um limite de detecgdo de 1,3 x 10 mol L™. O
desvio padrao relativo de 10 determinagdes sucessivas de dipirona 1,0 x 10™ mol L™
foi de 1,8% e a frequéncia de amostragem alcangada foi de 45 h.

Um sistema de andlise por injecdo em fluxo com detecgéo
amperométrica utilizando microeletrodos foi proposto por MATOS et al.’® para a
determinacdo simultanea de dipirona, acido ascoérbico, dopamina e adrenalina. O
método baseou-se em um sistema de multicanais de detec¢ado acoplados a uma
célula de fluxo contendo um arranjo de microeletrodos modificados pela
eletrodeposicao de diferentes metais nobres.

PEREZ-RUIZ et al."® utilizaram um eletrodo de carbono vitreo para a
determinacao de dipirona em um sistema de analise por injegdo em fluxo. O método
baseou-se na oxidacido da dipirona sobre a superficie do eletrodo em um potencial
de 0,4 V vs. Ag/AgCl em tampao amébnio (pH 9,0). A frequéncia de amostragem
alcancada foi de 54 h™' com uma curva de calibragéo linear no intervalo de 3,0 x 10°°
a3,0x10° mol L™

NASCIMENTO et al.'® desenvolveram um procedimento em fluxo com
deteccao biamperométrica empregando dois sistema redox Fe(lll)/Fe(ll) e I,/I" para a
determinacdo de dipirona em formulagdes farmacéuticas. A frequéncia de

amostragem obtida foi de 71 h" e um RSD de 1,6% foi obtido para uma
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concentracdo de dipirona de 14 mg L™. A curva analitica foi linear na regido de

concentracdo de dipirona de 10 a 50 mg L™.
1.8.3. Método Oficial

A Farmacopéia Brasileira preconiza a iodimetria para a determinagao

quantitativa de dipirona sédica’®.
1.9. Cloridrato de Fluoxetina

1.9.1. Aspectos Gerais

Nos ultimos anos varios antidepressivos foram introduzidos no
mercado, principalmente os inibidores seletivos da recaptacao da serotonina (ISRS).
Esses farmacos alteraram radicalmente o tratamento da depressao por serem mais
aceitaveis em termos de tolerabilidade e toxicidade. Os 5 ISRSs atualmente
disponiveis no mercado sao: a fluoxetina, a sertralina, a paroxetina, o citalopram e a
fluoroxamina'®.

O cloridrato de fluoxetina (FXT), (x)-N-metil-3-fenil-3-[(a,a,a-trifluor-p-
toluil)-oxi]propilamina, cuja estrutura quimica € mostrada na Figura 1.5, € uma droga
antidepressiva, amplamente prescrita no tratamento de varias condigdes médicas,
como depressao, ansiedade, bulimia, transtorno obsessivo compulsivo, transtorno
do panico, fobia social e transtorno pds-traumatico'®.

A presenca do substituinte p-trifluorometil na molécula parece contribuir
para a alta seletividade do farmaco e sua potencialidade para a inibicdo da
recaptacdo de serotonina, possivelmente como resultado do efeito de repulséo

eletrénica ou de lipofilicidade™™°.

H
FsC /Q\ 0 CH—CHZ—CHZ—N/ © HCI
=/ AN

CHj

Figura 1.5. Estrutura molecular do cloridrato de fluoxetina

A fluoxetina é extremamente ativa como bloqueador do transporte da

serotonina pelo sistema nervoso central. Sendo uma amina secundaria é
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desmetilada a norfluoxetina, composto também ativo. Ela nao exibe efeitos
anticolinérgicos e hipotensores como os antidepressivos triciclicos (ADT), pois néao
bloqueia os receptores muscarinicos, Hi-histaminérgicos e a¢-adrenérgicos. As
reacdes adversas mais comuns relacionados a fluoxetina sdo boca seca, sudorese,
cefaléia, diarréia, sonoléncia e insénia’"’.

Devido a sua importancia farmacoldgica e terapéutica, além de relativa
auséncia de reagdes adversas graves e baixo potencial de abuso, o cloridrato de
fluoxetina tornou-se um dos antidepressivos mais utilizados no tratamento de alguns
transtornos neuroldgicos. Dessa forma, ha um interesse no desenvolvimento de
meétodos analiticos simples e viaveis para a determinagao deste analito em amostras
comerciais, uma vez que nao contendo o principio ativo em quantidade apropriada

ao consumo acarreta um sério problema de saude publica em todo o mundo.

1.9.2. Procedimentos para a Determinacéo de Cloridrato de Fluoxetina

Um grande numero de procedimentos analiticos para a determinagao
de fluoxetina tem sido publicado desde a sua introdugdo no mercado na década de

111-115’ Voltametria1 16,117

oitenta. Estes procedimentos incluem espectrofotometria e
cromatograifia liquida com deteccéo fluorimétrica’"®.

Poucos procedimentos empregando analise por inje¢gdo em fluxo séao
descritos na literatura para a determinacdo de cloridrato de fluoxetina em
formulagdes farmacéuticas.

SHAH et al.""® desenvolveram um procedimento em fluxo baseado na
hidrolise da fluoxetina. O produto da hidrolise, metilamina, ao reagir com o
nitroprussiato de sodio, em um ponto de confluéncia do sistema FIA, gerou um
cromoforo que foi monitorado espectrofotometricamente em 510 nm. A curva
analitica foi linear na regido de concentracdo de 0,5 a 25 mg L™ e um limite de
deteccdo de 0,15 mg L™ foi obtido.

Um procedimento para a determinacdo fluorimétrica de fluoxetina
empregando um sistema FIA foi proposto por MARTIN & PEREZ'?°. O procedimento
baseou-se na hidrolise acida da fluoxetina. O produto fluorescente apresentou um
espectro maximo de excitagao e emissao de 253 e 306 nm, respectivamente.

NOUWS et al.'' descreveram um procedimento empregando
voltametria de redissolucdo por onda quadrada para a determinacédo de fluoxetina

em formulagdes farmacéuticas. O procedimento foi baseado na redugdo da
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fluoxetina em um eletrodo de mercurio em um potencial de -1,2 V versus Ag/AgCI
em tampao fosfato pH 12. Este procedimento apresentou uma frequéncia de
amostragem de 120 h™.

A determinacéo de fluoxetina em amostras comerciais foi proposta por
MARQUES et al.'® empregando um sistema em fluxo com deteccdo
quimiluminescente empregando luminol e hipoclorito. Esse trabalho baseou-se na
capacidade da fluoxetina inibir a luminescéncia gerada da reagdo do luminol com
hipoclorito. O limite de deteccdo de 0,31 mg L™ e uma frequéncia de amostragem de
136 h™" foram obtidos.

AFKHAMI et al.'® propuseram um sistema de analise por injecdo em
fluxo com detecgao espectrofotométrica para a determinacdo de fluoxetina. Esses
pesquisadores empregaram a reacado de complexagao da fluoxetina com o complexo
fenolftaleina-B-ciclodextrina. Apos a insergédo da fluoxetina no meio reacional houve
o0 aumento da absorbancia, devido ao deslocamento da fenolftaleina do complexo,
gerando o complexo fluoxetina-p-ciclodextrina que possui uma absortividade molar
maior do que o complexo fenolftaleina-B-ciclodextrina. Esse procedimento
apresentou uma curva analitica linear na regido de concentracdo de 5,0 x 10™ a

1,0 x 102 mol L™ e uma frequéncia de amostragem de 80 h™.
1.9.3. Método Oficial

A Farmacopéia Americana'®* recomendada a cromatrografia liquida de
alta eficiéncia para a determinacdo quantitativa de cloridrato de fluoxetina com

deteccgao espectrofotométrica em 227 nm.
1.9.4. Objetivos

O objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de métodos
mecanizados utilizando sistemas de analise por injecdo em fluxo com detecgao
espectrofotométrica e turbidimétrica, reatores em fase acoplados ao sistema FIA e
microssistema analitico construido com LTCC para a determinacdo de
N-acetilcisteina, captopril, dipirona e cloridrato de fluoxetina em formulagdes
farmacéuticas. Esses farmacos foram selecionados devido a importancia

farmacoldgica e por serem de amplo consumo da populagéo.
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CAPITULO 2 - FUNDAMENTOS TEORICOS

2.1. Sistema de Analise por Injecao em Fluxo (FIA)

2.1.1. Principios Fundamentais

No processo de analise por injecao em fluxo, aliquotas de amostra (e
eventualmente de reagentes) s&do inseridas em um fluido transportador, que a
transporta em direcdo ao detector. No decorrer do processo, a amostra sofre
dispersdao na solugao transportadora, produzindo uma zona de amostra
caracterizada pela existéncia de gradientes de concentragdo. O grau de dispersao é
um dos principais aspectos relacionados com o desempenho de um sistema em
fluxo, porque ele determina os graus de diluicdo e de mistura, bem como a
frequéncia com que as amostras podem ser introduzidas sem que 0s sinais sejam
afetados pela amostra precedente’®.

Caso necessario, reacbes quimicas podem ocorrer durante o
transporte da zona de amostra em direcdo ao sistema de detecgdo. Em funcéo da
existéncia dos gradientes de concentragdo e da medida ser feita com a zona de
amostra em movimento em relagdo ao sistema de detecgdo, obtém-se um sinal
transiente, cuja altura pode ser relacionada a concentragao inicial da espécie de

interesse'?.

2.1.2. Constituicao

Os sistemas FIA sdo constituidos por uma unidade propulsora de
fluidos, de insergdo da amostra, de reagao/mistura e de deteccao (Figura 2.1).
Opcionalmente, estas unidades podem ser controladas por uma unidade de controle
de aquisicdo de dados, a qual pode estar acoplada a uma unidade de
processamento e arquivo.

A unidade propulsora na maior parte dos sistemas é constituida de
uma bomba peristaltica. Outras formas de propulsao incluem as bombas tipo seringa
de pistdo, através de pressédo por gases e mesmo por gravidade. Sua fungdo é
movimentar constante e uniformemente os reagentes, amostras e fluidos
transportadores. Caso se utilize como unidade de propulsdo uma bomba peristaltica,
a escolha dos tubos de bombeamento é muito importante. Diferentes materiais para

os tubos sao oferecidos, dependendo do tipo de solvente e concentracdo das
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solugdes. Tubos de Tygon sdo adequados para solugbes aquosas acidas ou
alcalinas diluidas. Em bombas com velocidade de rotacao fixa, os didmetros internos
dos tubos determinam a magnitude da vazgo.

A bomba peristaltica deve possuir torque suficiente para manter a
vazao constante, mesmo que ocorram variacdées na impedancia hidrodindmica do
sistema. A impedancia hidrodinamica aumenta com o comprimento do percurso
analitico, com a viscosidade das solu¢cdes e com a diminuigdo do didmetro interno

da tubulagao'®.

2
T
3
| L

FIGURA 2.1. Representacédo esquematica de um sistema FIA simples de linha unica.
Onde: T é a solugao transportadora; 1, unidade de propulsdo; 2, unidade de
comutacgao; 3, unidade de reacgao; 4, unidade de deteccéo e D, descarte.

%

O injetor € um dispositivo fundamental do sistema de analise por
injecdo em fluxo, serve para introduzir um volume discreto e reprodutivel de uma
amostra no percurso analitico. A selecéo e a insercado de aliquotas podem ser feitas
empregando-se diversos dispositivos, entre os quais se destaca o injetor
proporcional devido a simplicidade e versatilidade. Esse injetor € constituido por trés
pecas de acrilico, sendo duas fixas e uma central mdével, que por meio de
movimentos para frente e para tras, ou vice-versa, o injetor coleta a amostra e a
insere no percurso analitico'?°.

O percurso analitico € a unidade do sistema FIA onde ocorrem as
etapas de reacdo e/ou mistura. No dimensionamento do percurso analitico deve se
levar em conta, o tempo de residéncia da amostra e, portanto, as vazdes do
transportador e dos reagentes, que estdo intimamente ligados a frequéncia de
amostragem. O aumento do percurso analitico implica na diminuigdo do sinal
analitico, o que ocorre devido ao processo de dispersdao da zona da amostra.
Entretanto, se a cinética da reacgao for lenta ocorre 0 aumento do sinal analitico com
o aumento do percurso analitico. O processo de dispersdo da amostra, intrinseco
aos sistemas de analise por injegdo em fluxo, € dependente das caracteristicas

fisico-quimicas das solugdes (e.g. viscosidade), bem como das dimensdes dos
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componentes do sistema (volume da alca de amostragem, material, diametro e
comprimento dos tubos que constituem o percurso analitico)®'®. Usualmente, as
medidas sdo efetuadas com esses parametros mantidos constantes, permitindo a
obtencao de resultados caracterizados por alta repetibilidade.

A unidade de deteccio deve possuir baixa histerese, alta repetibilidade
e reprodutibilidade dos sinais. De acordo com a espécie a ser quantificada, tem sido
empregadas, praticamente, todas as técnicas usuais em quimica analitica, a saber:
espectrofotometria no ultravioleta-visivel, absor¢gdo e emissao atbmica,

potenciometria, amperometria, turbidimetria, quimilumescéncia entre outras'?’.

2.1.3. Configuragdes Elementares

As configuragdes dos sistemas FIA mais elementares sdo os sistemas
de linha unica, sistemas em confluéncia e sistemas com zonas coalescentes (Figura
2.2. a, b e ¢). Os sistemas FIA também podem ser ainda projetados a partir de
implementagdes de outras variaveis nos sistemas elementares. Exemplos dessas
implementagbes sdo os sistemas com fluxo intermitente (Figura 2.2. d),

aprisionamento de zona de amostra, amostragem na zona de amostra, etc.
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FIGURA 2.2. Configuragdes de sistemas FIA. (a) sistema dF(Ia linha unica, (b) sistema
com confluéncia, (c) sistema com zonas coalescentes e (d) sistema com zonas
coalescentes e fluxo intermitente. R, reagente; A, amostra; L, algca de amostragem;
L1, alga do reagente; B, bobina helicoidal; X e Y pontos de confluéncia; T, solugao
transportadora; BP, bomba peristaltica; |, injetor proporcional; D, detector e W,
descarte.
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2.1.3.1. Sistema de Linha Unica

O sistema FIA de linha unica é o sistema mais simples (Figura 2.2a), o
qual ndo apresenta pontos de confluéncia no percurso analitico. O fluido
transportador € em geral, uma solugdo quimicamente inerte, cuja fungao principal é
transportar a amostra injetada até a unidade de detecg¢do, promovendo dispersao
controlada da amostra e posteriormente limpando o percurso analitico.
Eventualmente, o fluido transportador pode ser uma solugéo reagente, o qual reage
com a amostra devido ao fendmeno de dispersdo. Entretanto, nessa situagao o
reagente ndo é idealmente utilizado. Sistemas de linha unica sdo frequentemente
empregados em conexdo com espectrometria de absorgdo atdbmica, potenciometria,
métodos que nao requerem adicdo de reagentes ou naqueles envolvendo alta

diluicdo da amostra'®.

2.1.3.2. Sistema com Confluéncia

No sistema com confluéncia ideal a amostra é injetada em um fluido
transportador quimicamente inerte, o qual apresenta caracteristicas matriciais
semelhantes a amostra. A adicdo de reagentes ocorre via pontos de confluéncia
(Figura 2.2b). O reagente adicionado por confluéncia, logo apds o injetor, permite
que cada fragdo da amostra receba a mesma quantidade de reagente. A partir da
confluéncia somam-se as vazdes do transportador e do reagente, entdo a amostra é
distribuida em um espago maior que o ocupado anteriormente, o que corresponde a
uma diluicdo. Neste caso, a amostra ocupa uma maior fragdo do percurso analitico,
0 que é equivalente ao emprego de uma alga de amostragem mais longa, e isso
aumenta a dispersdo. E conveniente que se conhega em que extensdo a vazdo

confluente afeta a magnitude da medida'®.

2.1.3.3. Sistema com Zonas Coalescentes

Nestes sistemas, tanto a amostra como o reagente sao introduzidos
simultaneamente, com sua interacdo ocorrendo por um ponto de confluéncia dos
respectivos fluidos transportadores (Figura 2.2c). O emprego de zonas coalescentes
leva a uma economia significativa de reagentes, em comparagao com os sistemas
em linha uUnica e por confluéncia, uma vez que o reagente somente € consumido em

presengca da amostra, sendo recuperado durante a limpeza do percurso analitico
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pelos fluidos transportadores. Zonas coalescentes tém sido utilizadas ainda,
visando: maior estabilidade da linha base com consequente melhoria na precisao da
medida, determinagdes simultédneas, utilizando um udnico mdédulo de analise,
preparagao em linha de reagentes instaveis, mecanizagdo do método das adi¢des
de padrao, facilidade em estudos de interferéncia sem a necessidade de se preparar
um numero excessivo de solugdes padrao misto, determinacdo de altas

concentracdes de espécies quimicas sem pré-diluicdo de amostras'?>12%130,

2.1.3.4. Sistema com Fluxo Intermitente

O emprego de fluxo intermitente (Figura 2.2d), em um sistema FIA,
geralmente é utilizado para a limpeza do percurso analitico e da cela de fluxo, o que
ocasiona a estabilidade na linha base e repetibilidade dos sinais analiticos. A
entrada do fluxo intermitente se da quando o injetor esta na posicao de amostragem.
Uma das grandes vantagens da utilizagdo do fluxo intermitente & evitar o fluxo
continuo, por exemplo, de reagentes téxicos, pois em fluxo continuo a geracao de
residuos € muito grande. Outra possibilidade é a regeneragao de um reator em fase

sélida quando este vai sendo consumido pela agéo do analito®® ",

2.2. Reatores em Fase Solida (RFS)

Uma das grandes vantagens dos procedimentos em fluxo é a facilidade
com que novos componentes podem ser adicionados ao sistema para atingir um
objetivo analitico particular. Um exemplo disso €& a incorporagdo de RFS
posicionados num dado ponto do sistema com a finalidade de tornar uma espécie
detectavel através de uma simples pré-concentragcao ou de reacdes na interface
sélido-solugao'?.

Desde as primeiras investigagdes envolvendo o uso de um RFS
acoplado ao sistema FIA, o uso deste implemento tem sido amplamente explorado
tornando-se uma das modificagdes mais interessantes nesse tipo de sistema.
Trocadores ibnicos vém sendo usados como RFS com diversas finalidades como a
pré-concentragdo de analitos, ou para remover componentes da matriz que
causariam interferéncia na deteccao, ou ainda para converter uma amostra em uma
espécie detectavel. O uso de enzimas imobilizadas vem crescendo devido a grande

seletividade dessas proteinas, além do uso de agentes redutores e oxidantes,
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principalmente na forma de colunas de cadmio cuperizado e sais e Oxidos,
respectivamente.

O confinamento de reagentes num RFS pode ser alcangcado pela
utilizacao direta de reagentes insoluveis nas solugdées que fluem através do reator,
denominada imobilizagdo natural, ou pela retencdo dos reagentes em suportes
soélidos através de um mecanismo fisico ou quimico.

Reagentes imobilizados e suportes de imobilizagcdo podem ser
combinados adequadamente para dar lugar a uma grande variedade de
possibilidades analiticas. Na preparagao dos reagentes em fase soélida deve-se
considerar tanto o mecanismo fisico-quimico empregado na imobilizagdo como a

configuracao interna do reator.

2.2.1. Vantagens do Emprego de Reatores em Fase Sélida

A razdo do emprego de reagentes solidos ao invés de solugdes pode
ser justificada por algumas vantagens oferecidas pelo acoplamento de RFS em

sistema por injecdo em fluxo*'3?;

a) aumento da sensibilidade como resultado da diminuigdo da disperséo da amostra.
A transferéncia radial de massa em um RFS é mais intensa e a espécie de interesse
que passa pelo reator (analito ou reagente) é convertida mais prontamente em um
ponto do sistema onde nenhuma dispersao ocorre. Esses fatores resultam em um
aumento do sinal analitico e na possibilidade da diminuicdo do volume da amostra
injetado;

b) simplificagdo do sistema, uma vez que dispensa um canal adicional que deveria
conduzir a solugdo do reagente. A miniaturizagdo de sistema por injecdo em fluxo é
possivel principalmente quando a imobilizagdo do reagente € na célula de fluxo de
um detector 6ptico;

c) a economia de reagentes € uma consequéncia das pequenas quantidades
requeridas com reagentes solidos e, de modo ideal, o reagente s6 deve ser
consumido durante a passagem da espécie de interesse pelo reator;

d) emprego de RFS quando o reagente néo existe na forma soluvel como é o caso
de amalgamas e resinas de troca-ibnica que sao disponiveis apenas na forma de

particulas sélidas.
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2.2.2. Posi¢cbes dos RFS no Sistema FIA

Um fator importante no estudo de sistemas de analise por injecdo em
fluxo com uso de RFS é a posicao do reator no sistema, que depende de sua fungao
no processo analitico* %,

De acordo com as posigdes indicadas na Figura 2.3 (a, b, ¢, d e e), 0s
RFS podem ser utilizados com as seguintes finalidades:

a) pré-tratamento de reagente. Nesta posicdo, o reator pode tanto remover
impurezas do reagente como liberar ou gerar reagentes instaveis;

b) na algca de amostragem, com o propdsito de conversdo da amostra, podendo-se
fazer também pré-concentragdo da amostra e multi-determinagao;

c) antes do sistema de injecdo, com a finalidade de pré-tratamento da amostra;

d) como optossensor, ou seja, reagente imobilizado no sistema de deteccdo. A
finalidade € explorar as vantagens desse tipo de configuragdo como o aumento da
sensibilidade, seletividade e miniaturizagao;

e) entre o injetor e o detector, servindo assim para a conversdo da amostra. E a

posicao mais utilizada para o posicionamento dos reatores no sistema em fluxo.

] RES

FIGURA 2.3. Esquema demonstrativo das principais posicdes dos RFSs
empregadas em sistemas de analises por injegdo em fluxo. A, amostra; B, bobina
helicoidal; L, alca de amostragem; T, solugao transportadora; RFS, reator em fase
sélida; X, ponto de confluéncia; BP, bomba peristaltica; |, injetor proporcional; D,
detector e W, descarte.
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2.2.3. Caracteristicas dos Reagentes Imobilizados e dos Suportes

Quando se busca uma metodologia que empregue o uso de RFS,
deve-se levar em conta algumas caracteristicas importantes*'%:
a) o tamanho de particula deve ser compativel com a pressao hidrodinamica do
sistema FIA, além de permitir que as solu¢des passem livremente pelo reator;
b) a reacdo deve se proceder de forma rapida, para que a maxima conversao do
analito seja alcangada no reator, que também deve ser quimicamente inerte as
solucdes que passem por ele, aumentando assim o seu tempo de vida util;
c) as particulas imobilizadas no reator devem ser mecanicamente resistentes ao
fluxo, para que nao ocorra o aparecimento de espacos livres com o passar do
tempo, o que aumentaria a dispersdo da amostra no sistema. Além disso, a
fragilidade das particulas poderia ocasionar uma quebra das mesmas e,
consequentemente, um aumento na pressdo hidrodinamica do sistema. Isso
acarretaria em mudangas no grau de conversao da amostra pelas variagdes na

superficie de contato.
2.2.3.1. Imobilizacdo em Suportes

2.2.3.1.1. Imobilizagdo em Polimeros

A imobilizacao por “aprisionamento” ou retencgao fisica em polimeros foi
proposta por ZAMORA et al.’® O processo consiste na mistura do reagente de
interesse com uma solucdo do monémero de poliéster e, apds a polimerizacao e
consequente solidificagao do polimero, o reagente fica confinado em um bloco rigido
e pode ser manipulado a fim de se obter particulas com granulometria adequada
para o sistema em fluxo. Apds o primeiro trabalho, tratando da imobilizagdo de MnO,
em resina poliéster para a determinacdo de isoniazida por absor¢cdo atdmica, um
numero muito grande de trabalhos foi proposto utilizando RFS para a determinagao
de analitos de interesse farmacéutico. Na Tabela 2.1, sao indicados alguns trabalhos

onde os reagentes solidos foram imobilizados em resinas poliméricas.
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Tabela 2.1. Trabalhos propostos na literatura empregando resina polimérica para a
imobilizagdo de reagentes.

Reagente Analito Detector Ref.
MnOys) isoniazida AAS 133
CuCOs3) acido salicilico AAS 134
Cu3(POs4)2s) acido ascorbico UV-Vis 135
Zn3(PO4)2s) aspartame UV-Vis 136
CoCOs) cisteina UV-Vis 137
Fe(OH)as) acido ascorbico UV-Vis 138
AgCls) dipirona UV-Vis 102
PbOys) adrenalina UV-Vis 139
CoCOg) penicilamina UV-Vis 140
PbOxs) L-dopa UV-Vis 141
MnOqs) isoproterenol UV-Vis 142

AAS = Espectrometria de Absor¢ao Atémica

2.2.3.1.2. Imobilizacdo Natural

Na imobilizacdo natural’™?, reagentes solidos e de baixa solubilidade
(sais, oOxidos, metais, amalgamas), resinas de troca-idnica, adsorventes e enzimas
em seus ambientes naturais (células, tecidos, bactérias) sdo utilizados em colunas e
acopladas diretamente aos sistemas de analise por injecédo em fluxo.

As limitagdes da imobilizacdo natural sdo o aumento da presséao
hidrodindmica do sistema em fluxo, decorrente do tamanho reduzido da particula
com consequente incompatibilidade com as baixas pressdes caracteristicas de
sistemas de analise por injecao em fluxo e ainda, a reatividade quimica (solubilidade

no meio reacional).

2.2.3.1.3. Imobilizacdo de Reagentes em Resinas de Troca-ldnica

A imobilizagdo de reagentes em suportes solidos pode envolver o
confinamento do reagente em membranas microporosas, resinas de troca-ibnica
através de ligacdes eletrostaticas, bem como ligagdo covalente sobre carbono ou
esferas de vidro de porosidade controlada apds a silanizagao (e.g. imobilizacao de

)133

enzimas) *°. As resinas de troca-ibnica tém sido amplamente utilizadas como
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suporte de reagentes na preparagdo de reatores em fase sodlida. As resinas
trocadoras acidas sao preparadas por sulfonagdo do anel benzénico com acido
sulfurico concentrado ou acido clorosulfénico. As resinas anibnicas séo preparadas
pela clorometilagdo seguida por uma reagdo com uma amina terciaria ou outro

143

reagente apropriado O emprego de resinas anibnicas na imobilizacdo de

reagentes tem se mostrado muito vantajoso na eliminagcdo de interferentes

presentes nas amostras'#"°.

2.3. Métodos de Analise

2.3.1. Espectrofotometria no UV-visivel "'

A palavra espectrofotometria no UV-visivel designa uma técnica de
analise baseada em medidas de absor¢cdo de radiagdo eletromagnética, sendo
restrita a uma pequena regido de comprimento de onda da radiagao
eletromagnética, que corresponde a luz visivel e ultra-violeta variando entre 200 e
760 nm.

A luz tem radiagbes eletromagnéticas para as quais a vista é sensivel,
a luz branca é composta por todos os comprimentos de onda do espectro visivel que
abrange um intervalo de 400 a 760 nm. A percepc¢ao visual das cores € provocada
pela absorgéo seletiva, por um objeto que absorve certos comprimentos de onda da
luz incidente. Outros comprimentos de onda ou sdo refletidos ou transmitidos, de
acordo com a natureza do objeto, e sao percebidos pela vista humana como a cor
do objeto. A Tabela 2.2 apresenta os comprimentos de onda aproximados para as

cores no espectro na regiao do visivel.

TABELA 2.2. Relagéo para varias partes do espectro visivel

Regidao de comprimento cor da luz absorvida cor complementar
de onda absorvida, nm transmitida

400 - 435 violeta amarela-esverdeada

435 -480 azul amarela

480 - 490 azul-esverdeada laranja

490 - 500 verde-azulada vermelha

500 - 560 verde purpura

560 — 580 amarela-esverdeada violeta

580 - 595 amarela azul

595 - 650 laranja azul-esverdeada

650 - 750 vermelha verde-azulada
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A variagao da intensidade da cor de um sistema com a modificacdo da
concentracao de um componente constitui a base da analise espectrofotométrica. A
cor € provocada pela formagdo de um cromoforo, resultante da adicdo de um
reagente apropriado ou pode ser propriedade intrinseca do analito.

A intensidade da cor pode ser comparada com a que se obtém pelo
tratamento idéntico de uma quantidade conhecida da substancia. A equagao
fundamental (Equagao 2.1) que rege a espectrofotometria € a Lei de Lambert-Beer.
Lambert-Beer estudaram o efeito da concentracdo do cromoéforo numa solucgao,
sobre a transmissdo ou absorcao da luz e descobriram que a intensidade de um
feixe de luz monocromatica diminui exponencialmente com a concentracdo da

substancia que absorve a luz. Ou seja:

A=loglo/lt=eb C (2.2)

Onde A é a absorbancia, Ip € a luz incidente, I; é a luz transmitida, € é o
coeficiente da absortividade molar (L cm™ mol™”), b, o caminho éptico (cm) e C a
concentracdo do croméforo (mol L™"). Como o coeficiente de absortividade molar é
um valor intrinseco da substancia e, portanto constante, 0 mesmo ocorrendo para o
caminho 6ptico, a absorbancia medida deve ser proporcional a concentracdo de uma
espécie de interesse, obtendo-se assim uma dependéncia linear entre as duas

variaveis onde o coeficiente angular da reta é o produto ¢b.
2.3.2. Turbidimetria'*®™®°

Turbidimetria € um método que se baseia na determinacdo de um
analito de interesse na forma de um composto insoluvel em suspensdo. O método
depende do espalhamento elastico da luz quando um feixe de luz passa através de
uma solucdo contendo o material particulado em suspensdo’.

Assim, nos métodos turbidimétricos o decréscimo da intensidade de luz
em funcdo da concentragcdo do material particulado em solugdo é determinado
medindo-se a radiagao transmitida em uma cela contendo a amostra com o detector
posicionado na mesma direcdo da luz incidente (angulo de 0°).

A equacado empregada em analise turbidimétrica (Equacado 2.2) é

exatamente a mesma que rege a analise espectrofotométrica (Lei de Lambert-Beer).
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Quando um feixe de radiagdo de intensidade |, passa através de um meio nao

absorvente que espalha a luz, a intensidade transmitida | € dada pela expressao:

Onde T é a turbidez, ou coeficiente de turbidez, e b o caminho 6ptico
do meio turbido. A turbidez T pode ser linearmente relacionada com a concentragao
C do espalhamento das particulas, sendo k = 2,303 T / C. Assim, a relacdo com a

Lei de Beer pode ser aplicada, ou seja,
=-logl/lob=kb C (2.2

A turbidimetria € o método mais indicado quando se trabalha com
concentracdes elevadas das particulas em suspensdo. Nesse caso, um simples
espectrofotdbmetro podera ser empregado nessas determinagdes. Na turbidimetria
para que se tenha uma boa reprodutibilidade dos resultados ha necessidade de se
controlar rigorosamente a granulometria das particulas selecionando-se as
concentragbes de analito e reagente, velocidade de misturas dessas solugoes,
concentracado de outras espécies ou compostos quimicos presentes (especialmente
protetores de coldides como gelatina, goma-arabica, dextrinas, glicéis, PVC, alcool
polivinilico, etc) e temperatura’®.

O emprego da turbidimetria em sistema FIA tem sido possivel uma vez
que a deteccdo em sistemas em fluxo é realizada com a amostra em movimento,
evitando a sedimentagdo das particulas formadas em linha. Além disso, o emprego
de surfactantes ao meio reacional contribui para que o tamanho das particulas seja o
mais uniforme possivel, além de manter o precipitado em suspensao, tornando o
método eficiente e reprodutivel.

Krug et al.”' foram os primeiros a relatar o uso da turbidimetria em
sistemas FIA. Os autores empregaram cloreto de bario e alcool polivinilico
(surfactante) para a determinagdo de sulfato por meio do monitoramento da
suspensao de sulfato de bario gerado em linha.

Alguns exemplos de aplicagdes que foram desenvolvidas pelo nosso
grupo de pesquisa empregando sistema em fluxo com detecc¢do turbidimétrica para

a determinacao de analitos de interesse farmacéutico sdo mostrados na Tabela 2.3.
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TABELA 2.3. Alguns exemplos do emprego de sistemas FIA com
turbidimétrica para a determinagao de farmacos descritos na literatura.

deteccao

Analito Reagente Precipitado Ref.
N-acetilcisteina Ag’ acetilcisteinato de prata 56
dipirona Ag® suspensao coloidal Ag° 102
tiamina acido silicontugistico [Tiamina]z[Si(W3010)]4 152

metilbrometo de
acido silicontugistico [homatropina]4[Si(W3010)]4 153

homatropina
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CAPITULO 3 - PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Instrumentacao

3.1.1. Balanca Analitica

Todas as medidas de massa foram realizadas utilizando-se uma

balanga analitica Mettler, modelo H10 com preciséo de + 0,1 mg.

3.1.2. pHmetro

As medidas de pH das solugbes foram realizadas utilizando-se um
pHmetro Orion modelo EA 940.

3.1.3. Eletrodo de Vidro Combinado

As medidas de pH foram realizadas utilizando-se um eletrodo de vidro
combinado Analion, modelo V620, com um eletrodo de referéncia interno de
Ag/AgCl, contendo uma solucdo de KCI 3,0 mol L™.

3.1.4. Bomba Peristéaltica

Para a propulséo das solugdes de amostras e reagentes, utilizou-se

uma bomba peristaltica Ismatec IPC-12 (Zurique, Sui¢ca) com 12 canais.

3.1.5. Tubos e Conexdes

Foram empregados tubos e conexdes de polietiieno com didmetro
interno de 0,8 mm para confecgao das bobinas helicoidais, algas de amostragem e
linhas de conducgao de solugdes de referéncia, amostras e reagentes. Os tubos de

propulséo utilizados foram de Tygon® de diferentes diametros internos.
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3.1.6. Injetor Comutador

As solugbes de referéncia, das amostras, e dos reagentes foram
introduzidas no sistema em fluxo utilizando-se um duplo injetor comutador manual

2-3-2 construido em acrilico’®.

3.1.7. Registrador

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

3.1.8. Espectrofotometros

As medidas dos espectros de absorcdo molecular foram feitas em um
espectrofotdbmetro com arranjo linear de diodos Multispec 1501 (Shimadzu, Japao),
empregando-se uma cubeta de quartzo de 1,00 cm de caminho éptico e volume de
4 mL.

Nos sistemas em fluxo desenvolvidos neste trabalho, nos quais nao foi
utiizado o microssistema analitico construido com LTCC, utilizou-se um
espectrofotometro de feixe simples (Femto, modelo 435) com cela de fluxo
construida em vidro com caminho 6ptico de 1,00 cm e volume de 80 pL.

Para as medidas espectrofotométricas utilizando o sistema de analise
por injecao em fluxo empregando um microssistema analitico construido com LTCC,
foi utilizado um espectrofotometro da Ocean-Optics (USB 2000) acoplado ao um

microcomputador para a aquisi¢do dos sinais analiticos gerados.

3.1.9. Cromatégrafo

As analises cromatograficas foram realizadas empregando-se um

cromatégrafo liquido de alta eficiéncia (Shimadzu) de duplo feixe.
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3.1.9.1. Micropipetas

Micropipetas (Eppendorf® modelo Research) de 100 a 500 uL e de 1,0

a 5,0 mL foram utilizadas para o preparo das solugoes.
3.1.9.2. Fibra 6ptica e LED

Um cabo de fibra optica (Ocean Optics, USA) foi utilizado para o
transporte da radiacdo proveniente de um LED vermelho (A=622 nm) do

microssistema analitico (LTCC) até o sistema de deteccéo.

3.2. Determinacdo Espectrofotométrica de N-acetilcisteina
Utilizando um Reator de Zn3(PO,), Imobilizado em Resina Poliéster

Acoplado ao Sistema FIA

3.2.1. Reagentes e Solucbes

Borato de sdédio (Mallinckrodt), tetraborato de sdédio (Merck), acido
borico (Merck), vermelho de alizarina S (Merck), nitrato de mercurio (Il) (Merck) e
N-acetilcisteina (Sigma), foram reagentes grau analitico. A agua utilizada foi
purificada por destilacao e pelo sistema Milli-Q da Milli-Pore.

A solucdo estoque de N-acetilcisteina 1,5 mmol L™ foi preparada no
mesmo dia de sua utilizagdo, dissolvendo-se uma massa de 12 mg de
N-acetilcisteina em um baldo volumétrico de 50,0 mL e o volume foi completado com
agua desionizada. As solugdes de referéncia foram preparadas por diluigdes
apropriadas da solucédo estoque em baldes volumétricos de 25,0 mL, completando-
se os baldes com agua desionizada.

A solugdo tampédo borato (pH 9,0) foi preparada pela mistura de
volumes apropriados de tetraborato de sédio 0,4 mol L™" e acido bérico 0,4 mol L™
em um baldo volumétrico de 500 mL e o volume completado com agua desionizada.

A solucdo de borato de sédio 1,0 x 102 mol L™ (pH 9,0) foi preparada
dissolvendo-se 3,82 g desse reagente em um baldo de 1000 mL com agua

desionizada.
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A solucdo de vermelho de alizarina S (VAS) 5,0 x 10 mol L™ foi
preparada dissolvendo-se 95,0 mg desse reagente em um baldo volumétrico de

500 mL e o volume completado com tampé&o borato (pH 9,0).

3.2.2. Preparacao e Anélise das Amostras Farmacéuticas

Quatro amostras contendo N-acetilcisteina adquiridas no comércio
local (100 e 200 mg por envelope) na forma granulada foram analisadas com o
emprego do procedimento desenvolvido.

Para a analise dos quatro produtos farmacéuticos, a massa contida em
dez envelopes foi pesada e o p6 obtido foi macerado com o auxilio de um almofariz
e pistilo. Uma massa correspondente a 163 mg de N-acetilcisteina foi transferida
para um baldo volumétrico de 250 mL, e adicionou-se agua desionizada até
completar esse volume. Em seguida, 1,3 mL dessa solugao foi transferida para um
baldo volumétrico de 50 mL e o volume completado com &agua desionizada.
Aliquotas de 400 L dessa solugao foram injetadas utilizando um injetor manual. O
teor de N-acetilcisteina nessas amostras foi determinado usando uma curva analitica
obtida empregando-se solugdes de referéncia de N-acetilcisteina e o resultado

obtido comparado com um procedimento descrito na Farmacopéia Brasileira®.
3.2.3. Preparacgéo e Imobilizagdo do Znz(POa)z)

Zn3(POg4)2s) foi preparado gotejando-se a uma vazdo de 1,0 mL min™
uma solugdo de ZnS04.7H,0 1,5 mol L' em uma solugdo aquosa de Na,HPO,
1,0 mol L', sobre agitacdo constante durante dez minutos. O sélido branco
produzido de Zn3(PO4),) foi filtrado, e em seguida lavado com agua desionizada e
seco a 70 ‘C por 4 horas em uma estufa.

Diversas propor¢des ponderais de resina poliéster e fosfato de zinco
foram misturadas em frascos de polietileno. Apés homogeneizagdo manual, 0,5 mL
do catalisador (peréxido de metiletilcetona) foi adicionado. A mistura foi deixada a
temperatura ambiente por 3-4 h. O sdlido rigido obtido foi quebrado com martelo e
um moinho multiuso Tecnal (mod. TE 631/1, Piracicaba, SP, Brasil) foi utilizado para
obter particulas de menor granulometria. A selegdo do tamanho das particulas foi

realizada usando-se peneiras com granulometria apropriada.
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3.2.4. Preparacado do Reator em Fase Solida

As particulas de Zn3(PO.), imobilizadas em resina poliéster foram
introduzidas por aspiragdo, com auxilio de uma seringa, em um tubo de PTFE
(70 mm de comprimento x 2,0 mm de didmetro interno). Para isso foi vedada uma
das extremidades do tubo com |4 de vidro para evitar a saida das particulas do
reator. Apos o preenchimento total do reator com as particulas de Zn3(PO4), a outra

extremidade também foi vedada.

3.2.5. Procedimento Experimental

A Figura 3.1, mostra o diagrama esquematico do sistema de analise
por injecao em fluxo para determinacédo espectrofotométrica de N-acetilcisteina em
formulagdes farmacéuticas. Esse sistema € baseado na reacdo de complexagao
entre a N-acetilcisteina e o Zn(ll) imobilizado em um reator em fase s6lida contendo
fosfato de zinco. Os ions Zn(ll) foram determinados espectrofotometricamente com o
reagente vermelho de alizarina S (VAS) em tamp&o borato pH 9,0, formando um

complexo ternario estavel cuja razdo estequiométrica € 1:3:3 Zn(VAS-BO3)s.
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FIGURA 3.1. Diagrama esquematico do sistema de analise por inje¢cdo em fluxo
para determinagcdo espectrofométrica de N-acetilcisteina em formulacdes
farmacéuticas. As representagdes sdo BP bomba peristaltica; |, injetor comutador; A,
solucdo de amostra ou solugcao de referéncia; R, reagente vermelho de alizarina S
(5,0 x 10 mol L"; 0,7 mL min™); L, alca de amostra%]em (400 pL); C, solucdo
transportadora (tampao borato pH 9,0; 1,0 x 102 mol L™"; 1,6 mL min’ ) B, bobina
helicoidal (100 cm); X, ponto de confluéncia; RFS reator em fase soélida contendo
fosfato de zinco imobilizado em resina poliéster (70 mm de comprimento x 2,0 mm
de diametro interno); D, espectrofotdmetro em 540 nm e W, descarte.
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Aliquotas de 400 puL (solugbes de referéncia ou amostras) foram
injetadas na solugao transportadora (tampao borato pH (9,0)) utilizando-se um injetor
comutador-manual. As solugdes de N-acetilcisteina quando injetadas na solugéo
transportadora, passavam pelo reator em fase soélida e o Zn(ll) liberado pela
formagao do complexo Zn(ll)-N-acetilcisteina, reagia com a solugédo de vermelho de
Alizarina S (VAS) 5,0 x 10 mol L™ a partir do ponto de confluéncia X, gerando o
complexo Zn(VAS-BOs3); na bobina helicoidal de 100 cm. O complexo Zn(VAS-BOs3)s3
foi monitorado espectrofotometricamente em 540 nm. O aumento no sinal analitico

foi proporcional a concentragédo do analito na solugéo injetada.

3.2.6. Método Oficial

O método oficial descrito na Farmacopéia Brasileira®® foi empregado
para validar o procedimento em fluxo proposto. Nesse procedimento, uma solucao
da amostra foi titulada potenciometricamente com uma solugdo padrao de nitrato de
mercurio(ll) 1,0 x 10" mol L', empregando-se eletrodos de fio de ouro e de

calomelano saturado, como eletrodo indicador e de referéncia, respectivamente.

3.3 Determinacao Espectrofotométrica de Captopril Utilizando um
Reator de Cloranilato de Prata Imobilizado em Resina Poliéster

Acoplado ao Sistema FIA.

3.3.1. Reagentes e Solucbes

Acido cloranilico (Fluka), nitrato de prata (Reagen), nitrato de ferro
nonahidratado (Vetec), acido nitrico (Mallinckrodt), hidroxido de sédio (Chemco),
nitrato de sodio (Reagen) e captopril (Sigma) foram reagentes grau analitico. A agua
utilizada foi purificada por destilacdo e pelo sistema Milli-Q da Milli-Pore.

A solugao estoque de captopril 5,0 mmol L™ foi preparada diariamente,
dissolvendo-se com agua desionizada 108 mg de captopril em um baldo volumétrico
de 100 mL. Solugdes de referéncia contendo captopril entre 1,0 x 10° e
5,0 x 10" mol L foram preparadas por diluicdo da solugdo estoque em agua

desionizada em baldes volumétricos de 25,0 mL.
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A solugao de nitrato de ferro (lll) nonahidratado de concentragao
1,0 x 102 mol L foi preparada diariamente dissolvendo-se aproximadamente 0,2 g
do sal em um baldo volumétrico de 50 mL e o volume completado com agua
desionizada, sendo, entdo, padronizada por titulagdo complexométrica com EDTA
empregando azul de Variamina como indicador. A solugao de nitrato de ferro (lll) de
concentracdo 8,0 x 10 mol L™ foi obtida diluindo-se apropriadamente a solugao
estoque, sendo uma aliquota de &cido nitrico 0,5 mol L™ adicionada no baldo
volumétrico para obtencdo de uma concentracdo final de acido nitrico

1,0 x 10 mol L™ para evitar a hidrélise do Fe(lll).

3.3.2. Preparo e Analise das Amostras

Para a analise de seis amostras contendo captoprii que foram
adquiridas no comércio local, dez comprimidos foram pesados e triturados com
auxilio de um almofariz e pistilo até a obtencdo de um poé fino. Massas exatamente
determinadas em balanca analitica foram transferidas para béqueres de 100 mL e
dissolvidas com agua desionizada. Excipientes insoluveis contidos na amostra foram
removidos por filtragdo simples por gravidade e o filtrado transferido para baldes
volumétricos de 100 mL, sendo seus volumes completados com agua desionizada,
obtendo-se uma concentracéo tedrica de captopril de 2,0 x 10 mol L™,

Aliquotas de 400 pL dessa solugdo foram injetadas utilizando um
injetor manual. O teor de captopril nessas amostras foi determinado diretamente em
uma curva analitica obtida empregando solugdes de referéncia de captopril e o
resultado obtido comparado com um procedimento potenciométrico descrito na

literatura®.

3.3.3. Preparacao e Imobilizacdo do Cloranilato de Prata

O cloranilato de prata (Ag.CsCl,04) foi preparado adicionando-se a
uma vazao de 1,0 mL min™ 100 mL de AgNO3 0,15 mol L™" em uma solugao de acido
cloranilico 6,0 mmol L™ (1,5 L). Apds o término da adigdo da solugdo de nitrato de
prata na solugao de acido cloranilico, a solugdo permaneceu sob agitagao constante
durante 24 horas. O sdlido violeta de cloranilato de prata (Ag2CesCl,04) obtido, foi

lavado com agua desionizada e seco em ambiente escuro a temperatura ambiente
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em um dessecador durante dois dias. Para a selegcao e obtencao de particulas de

menor granulometria foi utilizado o procedimento descrito no item 3.2.3.

3.3.4. Preparacao do Reator em Fase Soélida

As particulas de (Ag.CsCl,04) imobilizadas em resina poliéster foram
introduzidas em um reator de 50 mm de comprimento x 2,0 mm de didmetro interno,

como descrito no item 3.2.4.

3.3.5. Procedimento Experimental

A Figura 3.2, mostra o diagrama esquematico do sistema de analise
por injecdo em fluxo com detecgcdo espectrofotométrica para a determinagao de
captopril em formulagbes farmacéuticas empregando um reator em fase sélida

contendo cloranilato de prata imobilizado em resina poliéster.
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FIGURA 3.2. Diagrama esquematico do sistema de analise por inje¢cdo em fluxo
para determinacado espectrofotométrica de captopril em formulagdes farmacéuticas.
As representagdes sdo BP, bomba peristaltica; |, injetor comutador; A, amostra ou
solucdo de referéncia; R, reagente Fe(NO3)3.9H.0 (8,0 x 10™* mol L', 1,2 mL min™ ):
L, alga de amostragem (400 plL); C, solugdo transportadora (agua desionizada;
3,0 mL min™"); RFS reator em fase sélida contendo cloranilato de prata imobilizado
em resina poliéster (50 mm de comprimento x 2,0 mm de didmetro interno); B,
bobina helicoidal (80 cm); X, ponto de confluéncia; D, espectrofotdbmetro em 528 nm
e W, descarte.

Nesse sistema, solucdo de referéncia ou amostra de 400 pL foi
introduzida na solugdo transportadora (agua desionizada com uma vazdo de
3,0 mL min™') com a ajuda de um injetor-comutador. No momento em que a aliquota

da amostra ou solugao de referéncia entra em contato com o reator em fase sélida
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contendo cloranilato de prata, ocorre a formagao de um sal insoluvel entre a Ag(l) e

o captopril, liberando o anion cloranilato que € transportado até o ponto de

confluéncia X onde recebe a solugao de nitrato de ferro (lll) 8,0 x 10" mol L a uma
vazao de 1,2 mL min™", formando um complexo violeta estavel entre o Fe(lll) e o
anion cloranilato na bobina helicoidal de 80 cm. Este complexo foi monitorado
espectrofotometricamente em 530 nm. O sinal analitico obtido foi diretamente

proporcional a concentragao de captopril injetada no sistema em fluxo.

3.3.6. Método Comparativo

Como um método comparativo, as seis amostras de captopril foram
analisadas por um procedimento potenciométrico proposto por Ribeiro et al.®® As
amostras comerciais de comprimido de captopril foram triturados com o auxilio de
um almofariz e cerca de 217 mg de captopril foi acuradamente pesado e dissolvido
em 40 mL de agua desionizada, filtrando-se as particulas sélidas n&o dissolvidas em
papel de filtro Whatman numero 1. A forca ibnica da solugéo resultante foi ajustada
com NaNO3 0,5 mol L™ e diluida em uma baldo volumétrico de 100 mL. Uma aliquota
de 15 mL dessa solucdo foi transferida para uma cela de vidro termostatizada
(25 + 1)C e potenciometricamente titulada com uma solucdo padrdo de NaOH

2,0 x 102 mol L™ utilizando um eletrodo de vidro.

3.4. Determinacdo Espectrofotométrica de N-acetilcisteina e
Captopril em Formulagcdes Farmacéuticas Empregando a Formacao
do Azul da Prassia em Linha Utilizando um Sistema FIA com Zonas

Coalescentes

3.4.1. Reagentes e Solucbes

Hexacianoferrato de potassio (Ecibra), nitrato de ferro (lll)
nonahidratado (Vetec), hidroxido de sédio (Chemco), acido oxalico (Reagen), acido
nitrico (Mallinckrodt), N-acetilcisteina (Sigma) e captopril (Sigma), foram reagentes
grau analitico. A agua utilizada foi purificada por destilagao e pelo sistema Milli-Q da
Milli-Pore.



Parte Experimental 42

As solucbes estoque de N-acetilcisteina e de captopril foram
preparadas do mesmo modo como descrito nos itens 3.2.1 e 3.3.1, respectivamente.

Para a preparacdo da solucdo de limpeza utilizada para limpar as
paredes internas dos tubos de polietileno e da cela de fluxo, 5,0 g de acido oxalico
foram dissolvidos em um baldo volumétrico de 1000 mL com uma solugdo de
hidréoxido de sddio 0,1 mol L.

A solugdo de hexacianoferrato de potassio 1,0 x 102 mol L' foi
preparada dissolvendo-se com agua desionizada uma massa de 330 mg do sal em
uma baldo volumétrico de 100 mL.

A solucdo de nitrato de ferro (lll) nonahidratado 2,0 mmol L
(padronizada como descrito no item 3.3.1) foi preparada diariamente dissolvendo-se
uma massa de 81 mg do sal com uma solugdo de HNO3 5,0 mmol L™ e o volume foi

completado com a mesma solugdo em um baldo volumétrico de 100 mL.
3.4.2. Preparacgao e Analise das Amostras Farmacéuticas

As seis amostras de captopril que foram analisadas no procedimento
proposto foram preparadas como descrito no item 3.3.2.

As amostras solidas de N-acetilcisteina foram preparadas do mesmo
modo como descrito no item 3.2.2. Para a formulacdo liquida, uma aliquota de
1,0 mL foi transferida para um baldo volumétrico de 50 mL e o volume completado
com agua desionizada. Foi realizada uma diluicdo, objetivando-se obter uma

concentracao dentro do intervalo da curva analitica.
3.4.3. Procedimento Experimental

A Figura 3.3. mostra o diagrama esquematico do sistema de analise
por injecdo em fluxo com zonas coalescentes e fluxo intermitente empregado para
determinacdo de N-acetilcisteina e captoprii em formulagdes farmacéuticas

utilizando a formacgao do azul da prussia em linha.
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FIGURA 3.3. Diagrama esquematico do sistema de analise por injecdo em fluxo com
zonas coalescentes para determinacao espectrofotométrica de N-acetilcisteina e
captopril. As representagdes sdo BP, bomba peristaltica; |, injetor comutador; A,
amostra ou solugdo de referéncia; R1, reagente Fe(NO3).9H,O (1,0 mmol L em
meio de HNOs; 50 mmol L'); R2 reagente hexacianoferrato de potassio
(1,0 x 102 mol L™"; 0,6 mL min™); L1, alga de amostragem (450 pL); L2, alca de
reagente (450 uL); C, solugdo transportadora (agua desionizada; 3,4 mL min™); B1,
bobina helicoidal (50 cm); B2, bobina helicoidal 90 cm; X e Z, pontos de confluéncia;
Y, entrada do fluxo intermitente de acido oxalico (0,5% m/v) em meio alcalino (NaOH
0,1 mol L") a vazdo de 6,0 mL min™; D, espectrofotdmetro em 700 nm e W,
descarte.

Nesse sistema, a solugdo de amostra (N-acetilcisteina ou captopril) na
alga L1 (450 pL) e o reagente R (Fe(NOs)3.9H,0) de concentracdo 1,0 mmol L™ na
alca L2 (450 pL) sdo injetados simultaneamente na solugdo transportadora C (agua
desionizada; 3,4 mL min™"). As zonas de amostra e reagente percorrem distancias
iguais até se encontrarem no ponto de confluéncia X, onde ocorre a redugédo do
ferro(lll) para ferro(ll) na bobina helicoidal B1 (50 cm) pela agédo do analito. No ponto
Z, a zona de amostra dispersa recebe uma solugao de hexacianoferrato de potassio
(1,0 x 102 mol L™"; 0,7 mL min™"), promovendo a formacdo de um complexo azul
(Azul da Prussia) entre o Fe(ll) gerado e o hexacianoferrato de potassio na bobina
helicoidal de 90 cm. Este complexo foi monitorado espectrofotometricamente em 700
nm.

Quando o injetor comutador estd na posicdo de amostragem (como
mostrado na Figura 3.3), um fluxo de acido oxalico (0,5% m/v) em meio alcalino
(NaOH 0,1 mol L") a vazdo de 6,0 mL min™ entra no ponto de confluéncia Y,
efetuando a limpeza das bobinas helicoidas B1 e B2 e da cela de fluxo de caminho

Optico de 1,0 cm.
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3.4.4. Método Comparativo

Os procedimentos comparativos empregados para a determinacéo de
N-acetilcisteina e captopril em formulagdes farmacéuticas foram aqueles descritos

nos itens 3.2.6 e 3.3.6, respectivamente.

3.5. Determinacdo Turbidimétrica de Cloridrato de Fluoxetina em
um Sistema FIA com Zonas Coalescentes Empregando Nitrato de

Prata como Reagente Precipitante

3.5.1. Reagentes e Solucbes

Nitrato de Prata (Reagen), Triton X-100 (Vetec), acido nitrico
(Mallinckrodt), cloridrato de fluoxetina (gentilmente cedida pela Lily), foram reagentes
grau analitico. A agua utilizada foi purificada por destilagao e pelo sistema Milli-Q da
Milli-Pore.

A solugdo estoque de cloridrato de fluoxetina 5,0 mmol L™ foi
preparada momentos antes de seu emprego dissolvendo-se uma massa de 87 mg
de cloridrato de fluoxetina em um baldao volumétrico de 50 mL com solugao Triton X-
100 0,03 % (v/v), e o volume foi completado com a mesma solugédo. As solugdes de
referéncia foram preparadas por diluigdes apropriadas da solucdo estoque em
baldes volumétricos de 25,0 mL, completando-se os baldes com solugao Triton X-
100 0,03% (Vv/v) em meio de acido nitrico 1,0 x 102 mol L.

A soluco de nitrato de prata 1,0 mmol L™ foi preparada dissolvendo-se
uma massa 17,0 mg de nitrato de prata em uma baldo volumétrico de 100 mL e o
volume completado com &cido nitrico 1,0 x 102 mol L™.

A solucao estoque de Triton X-100 0,03% (v/v) foi preparada diluindo-
se uma aliquota da solugao concentrada de Triton X-100 em um baldo volumétrico
de 2000 mL e o volume completado com &acido nitrico de modo a se obter uma

concentracdo final desse acido de 1,0 x 102 mol L.
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3.5.2. Preparacao e Andlise das Amostras Farmacéuticas

Foram realizadas determinagdes de cloridrato de fluoxetina em cinco
produtos comerciais disponiveis no mercado nacional, sendo trés amostras na forma
de capsulas e duas liquidas.

Na preparacdo das amostras liquidas, 1,0 mL de cada amostra
contendo cloridrato de fluoxetina foi precisamente transferida para balbes
volumétricos de 50,0 mL, completou-se os volumes com solucdo de Triton X-100
0,03% (v/v) em meio de &cido nitrico 1,0 x 102 mol L. Em seguida, para a
adequagao da concentragdo da amostra a curva analitica transferiu-se 5,0 mL
dessas solucdes para baldes volumétricos de 25,0 mL, completando-se o volume
com solugdo Triton X-100 0,03% (v/v) em meio de acido nitrico 1,0 x 10% mol L.

Para a preparagcdo das amostras sdlidas, cinco comprimidos de cada
amostra foram pesados em balanga analitica e pulverizados em almofariz. Uma
quantidade adequada do comprimido foi dissolvida em baldo volumétrico de 100 mL
com solugdo de Triton X-100 0,03% (v/v) em meio de acido nitrico 1,0 x 10 mol L™,
Os excipientes insoluveis contidos nas amostras foram removidos por filtracdo
simples em papel de filtro Whatman n° 1. Uma aliquota adequada do filtrado foi
transferida para baldes volumétricos de 50,0 mL, completando-se o volume com

solugdo de Triton X-100 0,03% (v/v) em meio de acido nitrico 1,0 x 10 mol L.
3.5.3. Procedimento Experimental
O diagrama esquematico do sistema de anadlise por injecdo em fluxo

com zonas coalescentes empregado para determinacéo turbidimétrica de cloridrato

de fluoxetina em formulagdes farmacéuticas é mostrado na Figura 3.4.
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FIGURA 3.4. Diagrama esquematico do sistema de analise por injecdo em fluxo com
zonas coalescentes e fluxo intermitente para determinacdo turbidimétrica de
cloridrato de fluoxetina em formulagcées farmacéuticas. As representagdes sédo BP,
bomba peristaltica; |, injetor comutador; A, amostra ou solugdo de referéncia; R,
reagente AgNO3 (1,0 mmol L™ em meio de acido nitrico 1,0 x 102 mol L™); L1, alca
de amostragem (350 pL); L2, alga de reagente (350 uL); C, solugéo transportadora
(acido nitrico 1,0 x 102 mol L' em meio de Triton X-100 0,03%; 2,4 mL min™"); B,
bobina helicoidal (100 cm); X, ponto de confluéncia; Y, entrada do fluxo intermitente
de agua desionizada a vazao de 6,0 mL min'1; D, espectrofotdmetro em 420 nme W,
descarte.

Nesse procedimento, as solugdes de referéncias/amostras de cloridrato
de fluoxetina e do reagente AgNO; (1,0 mmol L") foram introduzidas
simultaneamente com o auxilio do injetor-comutador na solugao transportadora
(acido nitrico 1,0 x 102 mol L™ em meio de Triton X-100 0,03%; 2,4 mL min™")
através de algas de 350 pL. Os volumes injetados da amostra e do reagente
percorreram distancias iguais até se confluirem no ponto X, onde ocorreu a
formacéo da suspenséo de AgCls) (reacdo do cloreto do cloridrato de fluoxetina com
Ag(l)), sendo a seguir monitorada turbidimetricamente em 420 nm. O sinal transiente
obtido foi proporcional a concentragao de cloridrato de fluoxetina injetado no sistema

Quando o injetor comutador estd na posigdo de amostragem (como
mostrado na Figura 3.4), um fluxo de agua desionizada a vazdo de 6,0 mL min™,
entra no ponto de confluéncia Y, efetuando a limpeza da bobina helicoidal B e da

cela de fluxo de caminho 6ptico de 1,0 cm.

3.5.4. Método Comparativo

Como procedimento comparativo para validar o procedimento proposto

empregou-se o método cromatografico (HPLC) recomendado pela Farmacopéia
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Americana®. Esse procedimento preconiza o emprego de uma fase moével
constituida de tampao trietilamina (pH 6,0): tetrahidrofurano:metanol na proporgéo
de 6:3:1, coluna C8 (250 mm x 4,6 mm), fluxo de 1,0 mL min” e detecgdo no

ultravioleta a 227 nm.

3.6. Determinac&o de Dipirona em Formulagdes Farmacéuticas
Empregando: Um Sistema de Analise em Fluxo Utilizando um
Microssistema Analitico Construido com LTCC e um Sistema FIA

com Zonas Coalescentes

3.6.1. Reagentes e Solucbes

Nitrato de ferro (lll) nonahidratado (Vetec), acido nitrico (Mallinckrodt),
acido cloridrico (Mallinckrodt), amido (Merck), iodato de sddio (Merck), iodeto de
potassio (Merck) e dipirona (Boheringer Ingelheim), foram reagentes grau analitico.
A agua utilizada foi purificada por destilagéo e pelo sistema Milli-Q da Milli-Pore.

A solucio estoque de dipirona 5,0 mmol L™ foi preparada diariamente
dissolvendo-se uma massa de 176 mg de dipirona em um baldo volumétrico de
100 mL com agua desionizada. Solugcbes de referéncia foram preparadas por
diluicbes apropriadas da solugao estoque em baldées volumétricos de 25,0 mL. Uma
aliquota de &cido nitrico 0,5 mol L foi adicionada para obtencdo de uma
concentracao final de acido nitrico de 1,0 x 102 mol L.

A solugcdo estoque de nitrato de ferro (lll) nonahidratado
3,0 x 102 mol L™ (padronizada como descrito no item 3.3.1) foi preparada
diariamente antes das analises, dissolvendo-se uma massa de 1,0 g do sal com uma
solugdo de HNO3 1,0 x 102 mol L™ e o volume completado com a mesma solugdo
em um baldo volumétrico de 250 mL. O &cido nitrico foi adicionado no baléo

volumétrico contendo nitrato de ferro (Ill) para evitar a hidroélise do Fe(lll).
3.6.2. Preparo e Analise das Amostras

Seis amostras contendo dipirona foram adquiridas no comércio e

analisadas pelo método proposto.
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Para a analise dos comprimidos, dez comprimidos de cada amostra
foram macerados em um almofariz até a obtencdo de um pd fino. Massas
exatamente determinadas do p6 foram pesadas em uma balanca analitica e
transferidas para béqueres de 100 mL e dissolvidas com aliquotas de
aproximadamente 50,0 mL de HNO; 1,0 x 102 mol L". Excipientes insoluveis
contidos na amostra foram removidos por filtracdo simples e o filtrado transferido
para balées volumétricos de 100 mL, sendo seus volumes completados com HNO3
1,0 x 102 mol L', obtendo-se uma concentracdo aproximada de dipirona de
1,4 x 102 mol L. Diluigbes posteriores foram realizadas para obtencdo de uma
concentracdo tedrica de 3,0 x 10 mol L™ de dipirona.

Para a preparagao das amostras liquidas, aliquotas de 1,0 mL de cada
amostra foram transferidas para baldes volumétricos de 100 mL com o auxilio de
uma micropipeta e os baldes foram completados com HNO3 1,0 x 102 mol L.
Diluicdes posteriores foram realizadas até a obtencdo de uma concentragao final
tedrica de 3,0 x 10 mol L™ de dipirona.

Para a determinacao de dipirona utilizando o microssistema construido
com LTCC, as amostras liquidas e sdlidas foram preparadas como descrito acima,
porém as diluicdes posteriores a solubilizacdo das amostras foram realizadas para

uma concentracéo tedrica de dipirona 1,0 x 10° mol L™.

3.6.3. Diagrama Esqueméatico para a Determinacdo de Dipirona em
Formulacdes Farmacéuticas Empregando Ferro (lll) como Reagente Utilizando

um Sistema FIA com Zonas Coalescentes

A Figura 3.5, mostra o diagrama esquematico do sistema de analise
por injecdo em fluxo com zonas coalescentes empregado para determinagao de
dipirona em formulagdes farmacéuticas utilizando ferro(lll) como reagente

cromogénico.
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FIGURA 3.5. Diagrama esquematico do sistema de analise por injecdo em fluxo com
zonas coalescentes para determinacdo espectrofotométrica de dipirona em
formulagdes farmacéuticas. As representagdes sdo BP, bomba peristaltica; |, injetor
comutador; A, solugdo da amostra ou de referéncia; R, reagente Fe(NO3)3.9H,0

(1,0 x 10 mol L™"); L1, alca de amostragem (300 }ZJL); L2, algca de reagente (300 ulL);
C, solugao transportadora (acido nitrico 1,0 x 102 mol L™"; 4,0 mL min™); B, bobina
helicoidal (50 cm); X, ponto de confluéncia; D, espectrofotdbmetro em 622 nm e W,
descarte.

Nesse sistema, as amostras ou solugédo de referéncia L1 (300 pL) e o
reagente R (Fe(NO3)39H,0; 1,0 x 102 mol L") na alca L2 (300 pL) sdo injetados
simultaneamente com o auxilio de um injetor comutador na solugéo transportadora C
(acido nitrico 1,0 x 102 mol L™"; 4,0 mL min™"). As zonas de amostra e do reagente
percorrem distancias iguais até se confluirem no ponto de confluéncia X, ocorrendo
a partir desse ponto a formagao de um cromoforo azul entre o Fe (l1l) e a dipirona na
bobina helicoidal B de 50 cm, sendo o croméforo gerado monitorado em 622 nm. O
aumento da absorbancia causada pela formagdao do cromoforo formado entre o

Fe(lll) e a dipirona foi proporcional a concentragao de dipirona na solugéo injetada.
3.6.4. Construcéo do Microssistema Analitico Construido com LTCC'®%

Inicialmente & importante destacar algumas caracteristicas das LTCC
ou ceramicas verdes, assim chamadas porque sdo utilizadas em estado nao
sinterizado, denominado “em verde”. Nessa fase, sdo maleaveis ao ponto de se
poder corta-las com tesoura ou simplesmente com as maos. A principal vantagem da
tecnologia LTCC ¢é a possibilidade de construgdo de estruturas tridimensionais de
grande complexidade mediante o uso de diferentes camadas que, uma vez
sobrepostas na ordem correta, dao lugar a uma geometria desejada.

Para a construgdo dos microssistema analiticos utilizando LTCC séao

necessarias algumas etapas basicas:
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- desenho do microssistema analitico
- corte das ceramicas
- laminacao das ceramicas

- sinterizagao das ceramicas
3.6.4.1. Desenho do Microssistema Analitico

Uma vez decidido o sistema de gestdo de fluidos que o microssistema
analitico tera, € necessario desenha-lo em diferentes camadas utilizando um
programa de desenho. Para a construgdo do microssistema analitico utilizado nesse
trabalho optou-se pelo software AUTOCAD. Para o desenho do microssistema
utiizando LTCC € necessario que esse seja construido por sobreposicdo de
camadas e que cada uma delas tenha um desenho particular que ao serem
sobrepostas sigam uma ordem adequada a fim de se obter o microssistema analitico

na forma final desejada.
3.6.4.2. Corte das Ceramicas

O corte das ceramicas foi realizado através de um equipamento a laser
(Protolaser®, Figura 3.6). As ceramicas utilizadas para a construgcdo do

microssistema analitico foi a Dupont 951AX? que possui as seguintes caracteristicas:

- espessura de 254 + 13 ym
- encolhimento no eixo X-Y: 12,7 + 0,3%
- encolhimento no eixo Z: 15 + 0,5%

- rugosidade superficial: < 0,34 ym

As ceramicas verdes sdo compostas de 45% de alumina (Al,O3), 40%

de vidro e 15% de compostos organicos.
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FIGURA 3.6. Equipamento a laser utilizado para o corte das ceramicas verdes.

Apos o corte individual de cada ceramica com o equipamento a laser,
foi necessario sobrepor as ceramicas umas sobre as outras para formar um
“sandwich”, para se obter a estrutura tridimensional desenhada na primeira etapa.
Uma vez sobrepostas de forma alinhada, as ceramicas foram levadas para a

laminagao.

3.6.4.3 Laminacao das Ceramicas

A laminagdo € o processo mais importante para a construgao do
microssistema analitico. A adequada realizagao dessa etapa evita que se produzam
deformacdes nas estruturas internas que podem provocar perdas de liquido,
rupturas, etc. Permite, além disso, que as camadas de ceramicas fiquem
perfeitamente alinhadas e gerem um bloco soélido no término do processo de
laminacgao.

A laminagdo do microssistema analitico foi feita com uma prensa
hidraulica (Figura 3.7) (Talleres Francisco Camps, S.A., Granollers, Espanha) com
dois pratos de aquecimento de agco de 250 x 150 mm, acoplado a esses um
termopar para controlar a temperatura, esse equipamento pode realizar uma esforco
maximo de 420 kg/cmz. A técnica empregada para a laminagdo foi a

termocompressdo (técnica na qual se aplica uma pressdo mantendo-se a
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temperatura constante) a 100° C durante 1 minuto, pois tempos maiores a esse

podem levar a deformagao do microssistema analitico.

._

FIGURA 3.7. Prensa hidraulica para a laminagao das ceramicas.

3.6.4.4. Sinterizacao das Ceramicas

Antes do processo de sinterizacdo, que € a ultima etapa para a
construcao do microssistema analitico, € necessario eliminar o excesso de material
ceramico que fica nas ceramicas cortadas apés a etapa de laminagao. Isso pode ser
feito através de uma lixa comum ou com uma fresadora. Utilizando a fresadora, o
microssistema analitico apresenta-se visualmente melhor, devido a melhor precisao
no corte.

Para a sinterizagcdo foi utilizado um forno com atmosfera de ar
CARBOLITE CBCWF11/23P16 que pode chegar a temperatura de 1100°C.

3.6.4.5. Desenhos das Camadas para a Construcdo do Microssistema Analitico
Construido com LTCC para a Determinacao de Dipirona Empregando Ferro(lll)

como Reagente Cromogénico

A Figura 3.8 mostra cada uma das camadas para a construgdo do
microssistema analitico utilizado nesse trabalho, sendo a camada A a superior e a E

a inferior.
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O numero de camadas que podem fazer parte de um microssistema
analitico utilizando LTCC é variavel, geralmente se utilizam entre 6 e 12 camadas,
sendo que mais de 12 ndo € aconselhavel, pois na etapa de laminagao as estruturas

internas podem ser danificadas.
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FIGURA 3.8. Desenho das camadas utilizadas para a constru¢do do microssistema
analitico utilizando LTCC.

Para a construgdo do microssistema analitico empregado nesse
trabalho, foi utilizada uma cerdmica verde para as camadas A, B, D e E e trés
ceramicas verdes para a camada C.

A camada A do desenho delimita as entradas (x e y) e a saida (w) dos
liquidos, enquanto que (k) € a cavidade esférica para a colocagdo de um vidro de
forma esférica de 1,0 cm de didmetro que também foi colocado na camada (E) para
formar um caminho 6ptico de 0,6 mm. Nas cavidades x, y e w da camada A foram
colocados conectores de latdo (fixados com resina epoxi) para entrada e saida das
solugoes.

As cavidades x, y e w da camada A tém didmetros maiores que as
mesmas cavidades da camada B, pois essas ja sdo ajustadas para a entrada das

solugdes nos canais da camada C que determina a forma e as medidas dos canais.
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O formato de serpentina da camada C foi escolhido por apresentar
uma melhor mistura entre o reagente e o analito e o formato céncavo nas camadas
B, C e D foi escolhido, pois o volume morto e eventuais bolhas que poderiam se
formar no microssistema analitico poderiam ser eliminadas mais facilmente.

As cavidades localizadas nas pontas de cada camada s&o utilizadas
como ponto de alinhamento para que as camadas fiquem perfeitamente sobrepostas
uma sobre as outras na etapa de laminagéo.

A Figura 3.9, mostra o esquema para a conexao do sistema de entrada
e saida de fluido no microssistema analitico, onde x € um tubo de polietileno por
onde entram e saem as solugdes, y é o tubo de silicone que ajuda a fixar o tubo de
polietileno e z o conector metalico de latdo no qual se coloca resina epoxi para fixa-

lo sobre a ceramica.

x) ——

(y) —— @)

s

FIGURA 3.9. Esquema para a conexao da entrada e saida de fluidos no
microssistema analitico.

A Figura 3.10 mostra o microssistema analitico ja sinterizado, ainda
sem os vidros e os conectores de latdo. Pode-se verificar as cavidades para o
encaixe dos conectores, a cavidade para a colocagao do vidro e as cavidades

cbncavas que foram desenhadas nas camadas B, C e D.

FIGURA 3.10. Microssistema analitico sinterizado sem os conectores e os vidros.
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O microssistema analitico na sua forma final com os conectores de
latdo e com os vidros (ambos fixados com resina epoxi) é representado na Figura
3.11. Através desta figura, pode-se ter uma nogdo da pequena dimensao do

microssistema analitico.

FIGURA 3.11. Microssistemaranall’tico construido com LTCC ao lado de uma moeda
de 50 centavos de real para mostrar a dimensado reduzida do microssistema. As
letras x e y indicam as entradas das solugdes no microssistema; w, saida da solugao
do microssistema (descarte) e k, caminho 6ptico do microssistema.

A Figura 3.12 ilustra o suporte de acrilico utilizado para o alinhamento
da fibra 6ptica, do LED vermelho e do LTCC, pois qualquer movimento destes
afetaria na resposta do sinal analitico. A peca branca de PVC colocada sobre a fibra

Optica, teve a fungao de manter esta perfeitamente alinhada com o LED.

FIGURA 3.12. Suporte de acrilico construido que foi utilizado para fixar a fibra optica
(esquerda da foto) e o LED (a direita da foto).

A Figura 3.13 mostra o microssistema colocado entre a fibra 6ptica e o
LED vermelho, sendo esses apontados em diregdo ao caminho O6ptico do
microssistema. Foi fixado em 0,5 mm a distdncia da fibra 6ptica e do LED ao

caminho éptico do microssistema.

- . .l
FIGURA 3.13. Microssistema analitico entre a fibra éptica e o LED.
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3.7. Diagrama Esquematico para a Determinacédo de Dipirona em Formulacdes

Farmacéuticas Empregando um Microssistema Analitico Construido com LTCC

A Figura 3.14 mostra o diagrama esquematico do sistema de analise
por injegcdo em fluxo para determinagao espectrofotométrica de dipirona utilizando

um microssistema analitico construido com LTCC.

18 cm

I

FIGURA 3.14. Diagrama esquematico do sistema de analise por injecdo em fluxo
para determinacao espectrofotométrica de dipirona utilizando um microssistema
analitico construido com LTCC. As representagbes sdo |, injetor comutador; A,
amostra ou solucdo de referéncia; R, reagente Fe(NO3)3.9H,0 (3,0 x 107 mol L™);
L4, alca de amostragem (200 uL); Lp, alga de reagente (200 plL); C, solugao
transportadora (4cido nitrico 1,0 x 102 mol L™"; 11,4 mL min™); x e y, entradas no
microssistema analitico das solugdes de dipirona e de ferro(lll), respectivamente; z
ponto de confluéncia do analito e do ferro(lll); k caminho 6ptico de 0,6 mm para onde
esta direcionada a fibra 6ptica e o LED vermelho, ambos a uma distancia de 0,5 mm
do microssistema analitico e W, saida do microssistema analitico (descarte).

Nesse sistema, as amostras ou solucdo de referéncia de dipirona L4
(200 pL) e o reagente R (Fe(NO3)3.9H,0; 3,0 x 102 mol L") na alga L, (200 uL) séo
injetados simultaneamente com o auxilio de um injetor comutador na solugdo
transportadora C (acido nitrico 1,0 x 102 mol L™; 11,4 mL min™). As zonas de
amostra e do reagente percorrem distancias iguais até se confluirem no
microssistema analitico, onde o analito entra pela entrada x e o reagente pela
entrada y, confluindo no ponto z, ocorrendo a partir desse ponto a formacéo de um
cromoforo azul entre o ferro (lll) e a dipirona no caminho na forma de serpentina de
didmetro interno de 0,4 mm. O cromdforo azul gerado foi monitorado, utilizando um

cabo de fibra 6ptica para o transporte da radiagao proveniente de um LED vermelho
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(A=622 nm) do microssistema analitico até o espectrofotbmetro. O aumento da
absorbancia causada pela formagdo do cromoforo formado entre o Fe(lll) e a

dipirona foi proporcional a concentragao de dipirona na solugao injetada.
3.8. Método Comparativo

A Farmacopéia Brasileira'® preconiza a iodimetria para a
determinacao quantitativa de dipirona sédica. O método consiste em solubilizar a
amostra com agua desionizada, acidifica-la com HCI 2,0 x 10?2 mol L™ e titular como
uma solugdo padronizada de iodo 5,0 x 102 mol L™ utilizando como indicador uma
solugéo de amido 1% (m/v) adicionada préximo ao ponto final. A titulagdo iodimétrica
de dipirona esta baseada na oxidacao do grupo metanossulfénico a sulfato em meio

acido.
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CAPITULO IV — RESULTADOS E DISCUSSAO

Para todos os estudos realizados nessa tese foi utilizado o método
univariado, sempre buscando a melhor relacdo entre a magnitude dos sinais

analiticos, repetibilidade, estabilidade da linha base e a frequéncia de amostragem.

4.1. Determinacdo Espectrofotométrica de N-acetilcisteina
Utilizando um Reator de Zn3(PO,), Imobilizado em Resina Poliéster

Acoplado ao Sistema FIA

Devido as diferentes possibilidades de coordenacdo com ions
metalicos, complexos de N-acetilcisteina com diferentes céations metalicos ja foram
descritos na literatura, como: Pd(1)**, Cd(11)"** e Cu(ll)'*°. CHEN'®, ADACHI"®" &
BRUMAS'® citam a formagao de um complexo entre N-acetilcisteina e o Zn(ll) com
finalidade terapéutica. Os ions Zn(Il) podem ser detectados
espectrofotometricamente com o reagente vermelho de alizarina S (VAS) em meio
de tampao borato devido a razdo da formacédo de um complexo ternario estavel cuja
raz&do estequiométrica € 1:3:3 Zn(VA-BO3)s.

Embora existam diversos trabalhos para a determinacdo de
N-acetilcisteina em formulagbes farmacéuticas, ndao ha nenhum procedimento
analitico relatado na literatura para a determinacdo desse analito empregando o
reagente imobilizado em reator em fase sélida. Deste modo, propde-se neste
trabalho a utilizagdo de um reator em fase sdélida contendo Zn3(PO4), para a
determinacdo de N-acetilcisteina em produtos farmacéuticos. O método baseia-se
na complexacao dos ions Zn(ll) pela N-acetilcisteina no reator em fase sélida, com
consequente remogao do complexo Zn(ll)-N-acetilcisteina do reator, esse complexo
reage com o regente VAS, em tampao borato pH 9,0, para formar o complexo

Zn(VA-BOs3); cuja absorbancia foi monitorada em 540 nm.

4.1.1. Estudo dos Parametros Quimicos do Sistema FIA

Um requisito importante para o tempo de vida do reator em fase sélida

€ a baixa solubilidade do reagente imobilizado no reator na solugédo que



Resultados e Discussao 60

constantemente flui pelo mesmo. Desta forma, diversas solugdes como borato de
sédio 5,0 x 102 mol L™, tampao borato 0,1 mol L™ (pHs 8,0 e 9,0) e agua
desionizada foram avaliadas quanto a repetibilidade e a magnitude do sinal analitico.
Os melhores resultados em termos de magnitude e repetibilidade dos sinais
analiticos foram obtidos utilizando-se borato de soédio 5,0 x 102 mol L como
solugéo transportadora. Ademais, empregando borato de sodio 5,0 x 10° mol L™
obteve-se uma boa estabilidade da linha base. Dessa maneira, selecionou-se o
borato de sédio 5,0 x 10 mol L™ como soluc&o transportadora.

Apds a otimizacdo da melhor solugdo transportadora, estudou-se o
efeito de sua concentragdo sobre a magnitude do sinal analitico na faixa de
concentracdo de 5,0 x 10* a 5,0 x 102 mol L. Como pode ser observado pela
Figura 4.1, a magnitude do sinal analitico aumentou até uma concentracao de borato
de sédio 1,0 x 102 mol L. Para a concentragdo superior a absorbancia permaneceu
praticamente constante. Sendo assim, selecionou-se a concentracdo de borato de

sédio 1,0 x 102 mol L™ para os demais experimentos.
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FIGURA 4.1. Estudo da concentragdo da solugdo transportadora borato de sédio
sobre o sinal analitico (n=3). Concentragdo de N-acetilcisteina 1,8 x 10 mol L™,
concentracdo do reagente VAS 3,0 x 10 mol L™, volume da alga de amostragem de
150 pL, bobina helicoidal de 70 cm, RFS (5,0 cm x 2,0 mm d.i.; tamanho de particula
100-350 um contendo Zn3(PQO4), imobilizado em resina poliéster na proporgao 1:2) e
vazdes do reagente VAS e do carregador de 1,2 mL min™.

Objetivando sempre uma maior sensibilidade do procedimento
analitico, foram estudadas algumas solugdes para o preparo da solugdo de VAS, a

saber: borato de sodio 5,0 x 10™ mol L™ e tamp3o borato nos valores de pH iguais a
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8,0; 9,0 e 10. O tampéo borato pH 9,0 apresentou uma maior magnitude dos sinais
analiticos quando combinado com a solugao transportadora de borato de sédio 1,0 x
10 mol L. Deste modo, tampao borato pH 9,0 foi selecionado para a preparagéo
da solucdo de VAS.

O efeito da concentragcdo do reagente VAS sobre o sinal analitico foi
avaliado na faixa de concentragdo de 1,0 x 10° a 8,0 x 10™ mol L™". A Figura 4.2
mostra que a absorbancia aumentou com o aumento da concentragdo de VAS até a
maior concentragdo 8,0 x 10 mol L™'. Houve um aumento da magnitude do sinal
analitico devido a maior disponibilidade de VAS para a formacdo do complexo
Zn(VA-BOs3);. Como o aumento da magnitude do sinal analitico para a concentracao
de 8,0 x 10* mol L foi de apenas 5% maior em relacdo a concentracdo de
5,0 x 10 mol L. A concentragdo de 5,0 x 10 mol L' de VAS foi selecionada para
a continuidade do trabalho.
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FIGURA 4.2. Estudo da concentragado do reagente VAS sobre o sinal analitico (n=3).
Concentracéo de N-acetilcisteina 1,8 x 10° mol L™ e concentracéo do transportador
borato de sédio 1,0 x 102 mol L. Demais condicdes experimentais ver Figura 4.1.

4.1.2. Efeito dos Parametros do Reator em Fase Sdlida (RFS)

Os principais fatores que influenciam na formagao do complexo Zn(ll)-
N-acetilcisteina no reator em fase sdlida foram avaliados, a saber: propor¢gao em
massa do sal imobilizado/resina poliéster, tamanho das particulas e comprimento do

reator.
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Quatro diferentes composicbes m/m entre Zn3(PO4), € a resina
poliéster (1:1, 1:2, 1:3 e 1:4 m/m) foram investigadas para verificar o efeito dessas
composi¢des sobre o sinal analitico. Foi observado um maior sinal analitico com a
quantidade de fosfato de zinco incorporado na resina na propor¢ao de 1:2, como
mostrado na Figura 4.3. Essa proporgao € a quantidade maxima de Zn3(POy). que
pode ser agregada a resina poliéster, uma vez que quantidades maiores (1:1) do sal
impossibilitam a homogeneizacdo da mistura. Como a composigao 1:2
(Zn3(POg4)2/resina poliéster) resultou na quantidade maxima tolerada de Zn3(POa),
que pode ser agregada a resina poliéster, essa foi selecionada por apresentar uma

maior magnitude dos sinais analiticos e também garantir um maior tempo de vida

para o RFS.
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FIGURA 4.3. Estudo da composicdo m/m de Zn3(POy), e resina poliéster (1:2, 1:3 e
1:4) sobre o sinal analitico para uma concentracdo de N-acetilcisteina
1,8 x 102 mol L™, concentragdo do transportador borato de sodio 1,0 x 102 mol L™ e
concentracao do reagente VAS 5,0 x 10* mol L. Demais condi¢cbes experimentais
ver Figura 4.1.

A granulometria das particulas introduzidas no reator em fase sdlida é
um importante fator para um melhor desempenho e eficiéncia do reator, pois se sao
introduzidas particulas muito grandes (> 500 um) a magnitude dos sinais analiticos é
afetada devido a pequena superficie de contato entre a zona de amostra e o
reagente imobilizado. Por outro lado, se as particulas sdo muito pequenas
(< 100 pym) geram uma grande pressao hidrodinamica no sistema em fluxo. Posto
isso, duas faixas de tamanhos de particulas foram investigadas neste trabalho
(100-350 pym e 350-500 pm). A faixa de 100-350 pm apresentou uma maior

magnitude do sinal analitico, provavelmente devido a maior superficie de contato
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das particulas contendo o reagente imobilizado com a zona de amostra injetada.
Ademais, ndo houve dificuldades operacionais para a preparagao dos reatores ou
problemas de presséo hidrodinamica com esse tamanho de particula.

A Figura 4.4 apresenta a influéncia do comprimento do reator na
magnitude do sinal analitico. O comprimento do reator foi avaliado na faixa de
3 a 9 cm (mantendo fixo o didmetro interno do RFS em 2,0 mm), estando a solu¢ao
transportadora a uma vazdo de 1,2 mL min". O sinal analitco aumentou
gradualmente do reator de 3 cm até o de 7 cm, mantendo-se constante para o reator
de 9 cm. O sinal analitico do reator de 3 cm foi bem menor que aquele obtido com o
reator de 5 cm, devido provavelmente ao curto tempo de residéncia da zona de
amostra dentro do reator o que permitiu a produgdo de uma pequena quantidade do
complexo Zn(ll)-N-acetilcisteina. Comprimentos superiores a 9 cm ocasionaram um
aumento acentuado da pressao hidrodindmica do sistema levando ao rompimento
do RFS do sistema em fluxo. Devido a esses fatores, foi selecionado o RFS de 7 cm
para o desenvolvimento do trabalho, pois foi possivel obter boa estabilidade da linha
base, boa repetibilidade dos sinais transientes e alta frequéncia de amostragem

empregando esse reator.
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FIGURA 4.4. Estudo do comprimento do RFS sobre o sinal analitico para uma
concentracdo de N-acetilcisteina 1,8 x 10° mol L™, concentragéo do transportador
borato de sddio 1,0 x 102 mol L™, concentragdo do reagente VAS 5,0 x 10 mol L™,
composicdo m/m de Zn3(PO4), e resina poliéster (1:2). Demais condigdes ver Figura
4.1.
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4.1.3. Estudo dos Parametros Fisicos do Sistema FIA

Foram estudados os parametros fisicos do sistema FIA para investigar
as melhores condi¢des para a formacao do complexo Zn(VA-BO3)s.

O volume da alga de amostragem foi avaliado variando-se o
comprimento da alga entre 100 e 500 uL. Como pode ser verificado pela Figura 4.5,
a magnitude do sinal analitico aumentou acentuadamente entre 300 e 400 pL,
permanecendo praticamente constante em volumes superiores. Esses resultados
indicam que se trata da quantidade maxima de N-acetilcisteina necessaria para a
formagdo do complexo. Sendo assim, selecionou-se um volume de 400 uL de
amostra para o restante do trabalho por apresentar uma boa repetibilidade dos
sinais analiticos e uma melhor frequéncia de amostragem em relagdo ao volume de

500 pL.
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FIGURA 4.5. Estudo do volume da alga de amostragem sobre o sinal analitico para
uma concentracdo de N-acetilcisteina 1,8 x 102 mol L', concentragdo do
transportador borato de sédio 1,0 x 10 mol L™, concentragdo do reagente VAS
5,0 x 10* mol L™, RFS (7,0 cm x 2,0 mm d.i.; tamanho de particula 100-350 pm
contendo Zn3(PO4), imobilizado em resina poliéster na propor¢ao 1:2) e vazdes do
reagente VAS e do carregador de 1,2 mL min™.

A influéncia da bobina helicoidal B (colocada apés o ponto de
confluéncia X, Figura 3.1) sobre o sinal analitico foi avaliada no intervalo de 50 a
150 cm. Como mostrado na Figura 4.6, verificou-se um aumento do sinal analitico
até o comprimento de 100 cm, e uma diminuicdo do sinal analitico para
comprimentos maiores. Isso se deve ao fato de que para bobinas helicoidais

maiores o efeito da dispersdo é mais significativo, o que acarreta em uma maior
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dispersao da zona de amostra e consequentemente a diminui¢do do sinal analitico.
Como a cinética da reacdo de formagdo do complexo Zn(VA-BOs); é rapida, a
dispersao prevalece e a absorbancia diminui. Deste modo, uma bobina helicoidal de
100 cm foi utilizada no restante do trabalho por apresentar maior valor de

absorbancia.
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FIGURA 4.6. Estudo do comprimento da bobina helicoidal sobre o sinal analitico
para uma concentragdo de N-acetilcisteina 5,0 x 10* mol L”, concentragdo do
transportador borato de sédio 1,0 x 102 mol L™, concentragdo do reagente VAS
5,0 x 10* mol L™, RFS (7,0 cm x 2,0 mm d.i.; tamanho de particula 100-350 pm
contendo Zn3(PO4), imobilizado em resina poliéster na proporgéo 1:2 m/m), volume
da algca de amostragem de 400 uL e vazdes do reagente VAS e do carregador de
1,2 mL min™.

O efeito da vazdo da solugdo transportadora (borato de sdodio
5,0 x 10 mol L™ foi avaliado entre 0,7 e 2,9 mL min™. Verificou-se a diminuicdo
sinal analitico a partir da vazao de 1,2 mL min™", devido provavelmente a dispersao
da zona de amostra em vazdes maiores. Como o desvio padrao relativo foi maior
para os valores de absorbancia obtidos para a vazao de 1,2 mL min'1, selecionou-se
a vazdo de 1,6 mL min” considerando-se a relacdo repetibilidade dos sinais
analiticos e frequéncia de amostragem.

A vazado da solugdo do reagente VAS foi avaliada entre 0,7 e
3,0 mL min'1, mantendo-se a vazao da solugao transportadora em 1,6 mL min'. O
sinal analitico diminuiu gradualmente com o aumento da vaz&o, provavelmente
devido a maior dispersdo da zona de amostra para vazdes maiores. Em
consequéncia disso, uma vazao de 0,7 mL min™' foi escolhida por apresentar maior

magnitude dos sinais analiticos e pelo menor consumo de reagente.
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Apds a otimizagdo de todos os parametros fisicos e quimicos
envolvidos para o desenvolvimento do sistema em fluxo, manteve-se 0 mesmo
reator durante as demais etapas de desenvolvimento do sistema para avaliar seu
tempo de vida util. O tempo de vida do reator foi avaliado de modo similar ao
proposto por JURKIEWICZ et al.” observando-se as inclinagdes das curvas
analiticas (sensibilidade do procedimento em fluxo) obtidas periodicamente no
intervalo de 10 dias, utilizando-se o mesmo RFS. Durante esse periodo, foram
realizadas cerca de 600 injegdes de N-acetilcisteina no intervalo de concentracéo de
3,0 x 10°a 1,5 x 10 mol L™. A sensibilidade do procedimento proposto manteve-se
por volta de 90 % da resposta inicial apds as 600 injegoes.

A Tabela 4.1 apresenta os parametros avaliados e os selecionados na
otimizagcdo do sistema em fluxo para a determinacdo de N-acetilcisteina em

formulagdes farmacéuticas.

TABELA 4.1. Parametros avaliados na otimizagcdo do sistema em fluxo para a
determinagcdo de N-acetilcisteina empregando um RFS contendo Zn3z(POs),
imobilizado em resina poliéster.

Parametros Faixa estudada Selecionado
[borato de sddio] / 10 mol L™ 0,05a5 1
[VAS]/ 10 mol L 0,1a8 5
composi¢cao m/m de Zn3(POy); e resina 1.2,1:3e 14 1:2

poliéster no reator

tamanho das particulas (um) 100-350 e 350-500 100-350
comprimento do reator (cm) 3a9 7
alca de amostragem (uL) 100 a 500 400
bobina helicoidal / cm 30a90 70
vazao da solugao transportadora / mL min™ 0,7a29 1,6
vazao do reagente VAS / mL min™ 0,7a29 0,7

VAS = vermelho de alizarina S

4.1.4. Estudo dos Interferentes em Potencial

O efeito de interferentes em potencial na determinagcdo de N-
acetilcisteina em formulacbes farmacéuticas foi avaliado para excipientes

normalmente presentes em amostras comerciais (Tabela 4.2). As substancias
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avaliadas foram: cloreto de benzalcbénio, sacarina, bicarbonato de sdédio, benzoato
de sodio, sacarose, frutose e EDTA. O estudo foi realizado adicionando-se
concentracdes de cada excipiente em uma solucéo de referéncia e o sinal obtido foi
comparado com o sinal analitico obtido de uma solucéo de referéncia sem adi¢cao da
substancia em estudo. Nesses experimentos, foram utilizadas solugbes de
referéncia contendo N-acetilcisteina 8,0 x 10° mol L™ com cada um dos possiveis
interferentes em concentracdes de 8,0 x 10° mol L™ € 8,0 x 10 mol L™.

TABELA 4.2. Estudo dos possiveis interferentes na determinacdo de N-
acetilcisteina em amostras comerciais empregando o sistema FIA proposto.
Razao de concentragao

. . A 1 o]
Excipiente (Excipiente:N-acetilcisteina ) Interferéncia %
cloretohd(? 101 5

benzalcbnio
sacarina 10:1 3
bicarbonato de sodio 10:1 4
sacarose 10:1 5
frutose 10:1 4
benzoato de sédio 10:1 5
EDTA 1:10 -60

* [N-acetilcisteina] = 1,8 x 10™ mol L™

Como pode ser observado na Tabela 4.2 somente o EDTA causou
uma interferéncia significativa na determinacdo de N-acetilcisteina mesmo quando
presente em uma concentragao dez vezes menor que a concentragao do analito. O
EDTA causou uma interferéncia negativa da ordem de 60% sobre o sinal analitico,
devido a complexacao dos ions Zn(ll) do reator pelo EDTA, gerando o complexo
Zn(I)-EDTA que possui uma constante de estabilidade de 3,02 x 10" que
provavelmente deve ser maior que a do complexo Zn(VA-BOs);. Cabe ressaltar que
o teor desse excipiente nos produtos farmacéuticos analisados € inferiore aos

investigados nesse estudo.
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4.1.5. Teste de Recuperacao

Nos testes de recuperacao do analito, trés concentracdes diferentes da
solucao de referéncia de N-acetilcisteina, a saber: 3,0, 6,0 € 9,0 x 10™° mol L' foram
adicionadas a trés amostras comerciais contendo uma concentracdo de
N-acetilcisteina de aproximadamente 2,0 x 10° mol L. Os resultados obtidos
dessas solugdes foram comparados com o sinal analitico das solugdes de referéncia
de mesma concentragao. Os valores percentuais de recuperacao variaram entre 95
e 103%, sugerindo auséncia de interferéncia significativa da matriz no procedimento

proposto. Os valores de recuperacao estdo apresentados na Tabela 4.3.

TABELA 4.3. Resultados do teste de recuperagcao de N-acetilcisteina adicionada
a trés amostras comerciais empregando o sistema em fluxo.
N-acetilcisteina / 10=mol L™

Amostras Recuperado / %
Adicionado Encontrado
A 3,0 3,0+£0,2 100
6,0 59+0/1 98
9,0 89+0,3 99
B 3,0 29+0,2 97
6,0 6,2+0,1 103
9,0 91+04 101
C 3,0 29+0,3 97
6,0 57+0,2 95
9,0 89104 99

n=3

4.1.6. Estudo da Repetibilidade dos Sinais Analiticos e Frequéncia de
Amostragem

Estudou-se a repetibilidade dos sinais analiticos do procedimento em
fluxo desenvolvido, para concentracbes de solugcdo padrao de N-acetilcisteina
5,0 x 10° e 8,0 x 10° mol L, obtendo-se desvios padrdo relativos de 0,2 e 0,4%,

respectivamente (Figura 4.7). A frequéncia de amostragem para o procedimento em

fluxo desenvolvido foi de 60 determinag¢des por hora.



Resultados e Discussao 69

0,070 Abs
2>

k\\ALM UL

FIGURA 4.7. Estudo da repetibilidade para solugcbes de referéncia de N-
acetilcisteina nas concentracdes de (A) 5,0 x 10° e (B) 8,0 x 10° mol L. As
condi¢cdes experimentais para a realizagdo desse estudo sdo apresentadas no item
3.2.5

4.1.7. Curva Analitica

A curva analitica (Figura 4.8) foi linear no intervalo de concentragéo de
N-acetilcisteina entre 3,0 x 10° e 1,5 x 10* mol L™ (A = 0,00921 + 784,5 C; r = 0,999
onde A é a absorbancia e C a concentragdo de N-acetilcisteina em mol L") e
apresentou um limite de detecgdo de 8,0 x 10° mol L™ (trés vezes o desvio padrio

do brancol/inclinagao da curva analitica).
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FIGURA 4.8. Curva analitica para a determinacdo de N-acetilcisteina utilizando o
sistema de analise por injegao em fluxo proposto.
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Os sinais transientes obtidos em triplicatas das solu¢des de referéncia

de N-acetilcisteina e das quatro amostras, sdo apresentados na Figura 4.9.

% 5 A B CD
| l ' il
! III‘ il | I [
' |
LG

FIGURA 4.9. Sinais transientes obtidos na determinacdo de N-acetilcisteina em
produtos farmacéuticos utilizando um reator em fase solida contendo Zn3(POas);
acoplado ao sistema de analise por injegao em fluxo. Da esquerda para a direita, os
sinais correspondem a triplicatas das solucdes de referéncia de N-acetilcisteina nas
concentragdes de 3,0 x 10°; 5,0 x 10°; 8,0 x 10 9,0 x 10°;: 1,0 x 10% 1,2 x 10* e
1,5 x 10 mol L™ seguidos de triplicatas das solugdes das amostras (A, B, C e D) e
das solugdes de referéncia novamente em concentracbes decrescentes. As
condigbes empregadas para a obtengédo dos sinais transientes sdo apresentadas no
item 3.2.5.

4.1.8. Aplicacéo

O método proposto foi aplicado na determinagao de N-acetilcisteina em
quatro formulagdes farmacéuticas e os resultados obtidos foram comparados com
um meétodo oficial descrito na Farmacopéia Brasileira e sdo mostrados na Tabela
4.4. O teste-t pareado foi aplicado aos resultados obtidos, resultando em um valor de
t calculado de 0,332, menor que o valor de t tabelado (3,182), indicando que o
procedimento proposto possui boa exatiddo, uma vez que nao foi observada

diferenca significativa entre os resultados obtidos, a um nivel de confianga de 95%.
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TABELA 4.4. Determinacao de N-acetilcisteina em formulagdes farmacéuticas
empregando o sistema de analise por injecdo em fluxo proposto e o método
oficial da Farmacopéia Brasileira®®.

N-acetilcisteina / mg g™ E/%
Amostras - -
Rotulado Método Procedimento Er, Er,
Oficial Proposto
A 20 20,2+0,6 19,7 £ 0,5 -1,5 -2,5
B 20 19,7 £ 0,5 196 +0,4 -2,0 -0,5
C 40 396+04 39,7+0,3 -0,7 0,2
D 40 39,7+0,5 39,8 +0,1 -0,5 0,2
n =3

Er, = erro relativo entre o procedimento proposto e o valor rotulado
Er, = erro relativo entre o procedimento proposto e o método oficial

O emprego do reator em fase sdlida contendo fosfato de zinco
imobilizado em resina poliéster permitiu o uso de reagentes mais baratos®, uma boa

37,39,42 37,39 quando

frequéncia de amostragem e um menor limite de detecgao
comparado com outros procedimentos espectrofotométricos empregando sistema de
analise por injegdo em fluxo para a determinagdo de N-acetilcisteina em amostras

comerciais.
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4.2. Determinacao Espectrofotométrica de Captopril Utilizando um
Reator de Cloranilato de Prata Imobilizado em Resina Poliéster

Acoplado ao Sistema FIA

Um sal de cloranilato, o cloranilato de bario (BaCsCl,04), foi proposto
para a determinagao de sulfato em égua16°. O método baseou-se no fato do anion
SO4*(aq reagir com em meio acido com o cloranilato de bario deslocando uma
quantidade equivalente de ions cloranilico em funcdo da menor solubilidade do
sulfato de bario. Os ions cloranilico deslocados foram monitorados
espectrofotometricamente em 528 nm.

Devido o captopril formar um precipitado com a prata'®’, foi
desenvolvido um sistema de analise por injecdo em fluxo com deteccéo
espectrofotométrica para a determinacdo de captoprii em amostras comerciais
empregando um reator em fase solida contendo cloranilato de prata (Ag2CesCl204)
imobilizado em resina poliéster. A determinacao indireta de captopril (R-SH) baseou-
se na reagao de precipitacdo desse farmaco com a Ag(l) em um reator em fase
soélida contendo Ag,CsCl,04, gerando no reator um sal insoltuvel entre o captopril e a
Ag(l) devido a menor solubilidade do sal formado (R-SAg) em relagdo ao
Ag2CsCl204. ApOs a formagao do R-SAg no reator ocorre o deslocamento do anion
cloranilato C¢Cl,04* que reage com o Fe(lll) em um ponto de confluéncia do sistema
em fluxo produzindo o complexo FeCgsCl,O,5 que foi monitorado
espectrofotometricamente em 528 nm. O sinal analitico obtido foi diretamente
proporcional a concentragdo de captopril injetada no sistema em fluxo. O emprego
do Fe(lll) como reagente cromogénico aumentou substancialmente a magnitude do
sinal analitico quando comparado com o monitoramento do anion cloranilato, pois o
complexo formado Fe(lll)-cloranilato possui uma absortividade molar maior do que a
absortividade molar do anion cloranilato.

O principio da determinacao de captopril usando um reator de cloranilato de
prata (Ag2CeCl2045)) € baseado nas seguintes reacdes de precipitagéo (4.1) e

complexacéo (4.2) onde R-SH representa o captopril e CsCl,04> 0 anion cloranilato.
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2R-SH(aq) + A92C6C|204(s) ZAQS-R(S) + C6C|2042_(aq) + 2H+(aq) (41)

Fe®* (aq) + C6Cl204% aq) FeCeClo04s (ag) (4.2)

A =528 nm

4.2.1. Estudo dos Parametros Quimicos do Sistema FIA

Inicialmente, foram estudados os parametros quimicos do sistema FIA
de modo a investigar as melhores condicbes para a reagdo de precipitagéo
(formacao do precipitado entre o captopril e Ag(l) no RFS) e complexacgéao (formagao
do cromodforo entre o anion cloranilato deslocado do reator e o Fe(lll)). Os
parametros quimicos do sistema em fluxo foram otimizados para obtencdo dos
melhores resultados em termos de repetibilidade e magnitude do sinal analitico.
Foram testadas inicialmente as solucdes transportadoras mais adequadas, pois o
tempo de vida do reator em fase sélida esta diretamente relacionado com a solugao
que flui pelo mesmo, devido a isso foram estudas as seguintes solugdes
transportadoras, a saber: agua desionizada e acido nitrico. Nao foi estudado
tampéao acetato, pois esse forma um complexo com Fe(lll), tampé&o fosfato devido a
provavel formacdo de FePOys), 0s acidos sulfurico, cloridrico e fosforico e as bases
hidroxido de sodio e potassio, uma vez que esses sais e essas bases formam sais
insoluveis com os ions prata.

Os melhores resultados em termos de magnitude e repetibilidade dos
sinais analiticos foram obtidos utilizando-se &agua desionizada como solugao
transportadora. Pois, os sinais de absorbancia obtidos empregando uma solugao de
HNO3 5,0 x 10° mol L™ foram 20% menor do que utilizando agua desionizada como
solugédo transportadora. Essa queda do sinal analitico se deve a dificuldade da
desprotonagdo do hidrogénio acido da molécula de captopril (R-SH) quando
emprega-se solugcdo transportadora acida, pois em meio acido ocorre o
deslocamento da reacdo em diregcdo aos reagentes dificultando a formagdo do
AgS-R(s), como mostrado pela equagéo 4.1.

O efeito da concentragdo do Fe(lll) sobre o sinal analitico foi avaliado
na faixa de concentragdo de 1,0 x 10* a 3,0 x 10° mol L™". A Figura 4.10 mostra que
a absorbancia aumentou com o aumento da concentragdo de Fe(lll) até
8,0 x 10* mol L' e manteve-se praticamente inalterada nas concentragdes

superiores. Houve um aumento da magnitude do sinal analitico devido a maior
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disponibilidade de Fe(lll) para a formagdo do complexo FeCsCl,O4". Portanto, a

concentracdo de 8,0 x 10™ mol L™ foi selecionada para a continuidade do trabalho.
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FIGURA 4.10. Estudo da concentragdo do Fe(lll) sobre o sinal analitico (n=3) para
uma concentragdo de captopril 3,0 x 10* mol L™, RFS (5,0 cm x 2,0 mm d.i;;
tamanho de particula 100-350 um contendo Ag2CeCl,O4 imobilizado em resina
poliéster na proporgdo 2:1), volume da alga de amostragem de 150 uL, bobina
helicoidal de 50 cm, vazbes do Fe(lll) e da solugdo transportadora (agua
desionizada) de 1,2 mL min” e 2,2 mL min™", respectivamente.

4.2.2. Efeito dos Parametros do Reator em Fase Sdlida (RFS)

Os principais fatores relacionados ao reator em fase sélida foram
avaliados, a saber: proporcdo em massa do sal imobilizado/resina poliéster,
tamanho das particulas e comprimento do reator.

O efeito de trés diferentes composi¢cdes sobre o sinal analitico foi
investigado, nas seguintes razdes Ag,CesCl,O4 e resina poliéster (2:1, 1:1 e 1:2 m/m)
para verificar o efeito dessas sobre o sinal analitico. Foi observado um aumento
continuo do sinal analitico com o aumento da quantidade de Ag>CsCl,O4 incorporado
na resina até a proporgao de 2:1 (Ag2CsCl2O4/resina poliéster). Essa proporgéo foi a
quantidade maxima de Ag2CesCl.O4 que pode ser agregada a resina poliéster, uma
vez que quantidades maiores do sal impossibilitaram na homogeneizagdo da
mistura. Como a composicao 2:1 resultou na quantidade maxima de Ag.CsCl,O4 que

pode ser agregada a resina poliéster, essa foi selecionada por apresentar uma maior
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magnitude dos sinais analiticos e também garantir um maior tempo de vida para o
RFS.

Como mencionando no item 4.1.2, a granulometria das particulas
introduzidas no reator € um importante fator para um melhor desempenho do reator.
Assim, duas faixas de tamanhos de particulas foram investigadas neste trabalho
(100-350 pm e 350-500 um). A faixa de 100-350 um foi selecionada devido a melhor
magnitude do sinal analitico, provavelmente devido a maior superficie de contato
das particulas contendo o reagente imobilizado com a zona de amostra injetada.
Ademais, ndo houve dificuldades operacionais para a preparacao dos reatores ou
problemas de pressao hidrodindmica com esse tamanho de particula.

A Figura 4.11 apresenta a influéncia do comprimento do reator na
magnitude do sinal analitico. O comprimento do reator foi avaliado na faixa de 3 a
10 cm, estando a solugdo transportadora a uma vazdo de 2,2 mL min” e a
concentragdo da solucdo de referéncia de captopril 3,0 x 10 mol L. O sinal
analitico aumentou gradualmente até o reator de 5 cm, havendo uma queda do sinal
para comprimentos superiores a 5 cm. O sinal analitico obtido pelo reator de 5 cm foi
maior que aquele obtido com o reator de 7 cm, devido provavelmente a cinética de
formagdo do precipitado entre o captoprii e a Ag(l) no reator ser rapida,
impossibilitando uma dispersdo acentuada do anion cloranilato liberado do reator na
solugdo transportadora, ou seja, um maior numero de mols de anions cloranilato
reage com o Fe(lll) produzindo um sinal analitico de maior magnitude. Assim sendo,
foi selecionado o RFS de 5 cm para o desenvolvimento do trabalho, pois foi possivel
obter boa estabilidade da linha base, boa repetibilidade dos sinais transientes e alta

frequéncia de amostragem empregando esse reator.



Resultados e Discussao 76

0,16 -
3 0,14
o0, -
‘g E\
0
—
(@]
8 .
< 0,12 -
0,10 -
u
1 | 1 | 1 | 1 |
2 4 6 8 10

comprimento do reator / cm

FIGURA 4.11. Estudo do comprimento do RFS sobre o sinal analitico (n=3) para
uma concentracdo de captopril 3,0 x 10* mol L', concentracdo do Fe(lll)
8,0 x 10 mol L. Demais condicdes ver Figura 4.10.

4.2.3. Estudo dos Parametros Fisicos do Sistema FIA

O efeito da vazédo da solugdo transportadora (agua desionizada) foi
avaliado entre 1,2 e 3,5 mL min™, verificou-se a queda do sinal analitico a partir da
vazdo de 2,5 mL min™', devido provavelmente a dispersdo da zona de amostra em
vazdes maiores. Deste modo, foi selecionada a vazdo de 2,5 mL min' para a
continuidade do trabalho.

A vazdo da solugdo de Fe(lll) foi avaliada entre 1,2 e 2,4 mL min™,
como pode-se observar na Figura 4.12 o sinal analitico diminuiu com o0 aumento da
vazao, provavelmente devido a maior dispersdo da zona de amostra para vazdes
maiores. Por isso, a vazdo de 1,2 mL min™' foi escolhida por apresentar uma maior

magnitude dos sinais analiticos.
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FIGURA 4.12. Estudo da vazdo do Fe(lll) sobre o sinal analitico para uma
concentracéo de captopril 3,0 x 10*mol L™, concentragdo do Fe(lll) 8,0 x 10 mol L
' e vazdo da solucao transportadora 2,5 mL min™'. Demais condi¢des experimentais
ver Figura 4.10.

O volume da alga de amostragem foi avaliado variando-se o
comprimento da al¢ca de 150 yL a 750 pL (Figura 4.13). A magnitude do sinal
analitico aumentou acentuadamente entre 150 e 600 uL, permanecendo
praticamente constante em volumes superiores, indicando que se trata do volume
limite de captopril necessario para a geragao maxima do anion cloranilato em linha.
Sendo assim, selecionou-se um volume de 600 yL de amostra por apresentar uma
boa repetibilidade dos sinais analiticos e maior frequéncia de amostragem em

relacdo ao volume de 750 pL.
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FIGURA 4.13. Estudo do volume da alga de amostragem sobre o sinal analitico para
uma concentracdo de captopril 3,0 x 10* mol L', concentracdo do Fe(lll)
8,0 x 10" mol L', vazdo do Fe(lll) de 1,2 mL min" e vazdo da solucdo
transportadora 2,5 mL min™'. Demais condigdes experimentais ver Figura 4.10.
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O estudo do efeito do comprimento da bobina helicoidal sobre o sinal
analitico foi realizado variando-se o comprimento da bobina num intervalo de 30 a
150 cm. Como mostrado na Figura 4.14., apos a bobina helicoidal de 50 cm, o sinal
analitico diminui gradualmente pelo fato de o efeito da dispersdo ser mais
significativo. Como a cinética da reagdo de formagdo do complexo FeCgCl,O," €
rapida, a dispersao prevalece e a absorbancia diminui. Deste modo, uma bobina

helicoidal de 50 cm foi utilizada no restante do trabalho.
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FIGURA 4.14. Estudo do comprimento da bobina helicoidal sobre o sinal analitico

para uma concentracdo de captopril 3,0 x 10™ mol L', concentracdo do Fe(lll)
8,0 x 10, volume da alga de amostragem de 600 pL, vazdo do Fe(lll) de 1,2 mL
min" e vazdo da solucdo transportadora 2,5 mL min”. Demais condigdes
experimentais ver Figura 4.10.
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O tempo de vida do reator foi avaliado de modo similar ao proposto por
JURKIEWICZ et al.”® e como descrito no item 4.1.3. Utilizando-se o mesmo RFS de
Ag>CsCl,04 foram realizadas cerca de 500 inje¢cdes de captopril no intervalo de
concentracdo de 1,0 x 10° a 5,0 x 10 mol L™. A sensibilidade do procedimento
proposto manteve-se por volta de 90 % da resposta inicial apds 500 injec¢des.

A Figura 4.15 mostra as curvas analiticas para a determinagao de
captopril na regido de concentragdo de 1,0 x 10° a 4,0 x 10 mol L™ empregando
um reator em fase solida contendo cloranilato de prata imobilizado acoplado no
sistema FIA com deteccdo do (m) anion cloranilato e (o) do complexo Fe(lll)-
cloranilato. Como pode ser verificado nesta figura o monitoramento do complexo
Fe(lll)-cloranilato aumentou a sensibilidade (b = inclinagcdo da curva analitica) do
procedimento em um fator de 3, quando comparado com o método usando o anion
cloranilato. Por isso, o sistema Fe(lll)-cloranilato foi selecionado para os demais

experimentos.

04 L ® Fe(lll)-cloranilato
B anion cloranilato

b =1054,3

Absorbancia
o
N

0.0

A 1 A 1 A 1 A 1
0 10 20 30 40

[captopril] / 10”° mol L™
FIGURA 4.15. Curvas analiticas para a determinacdo de captopril em formulacdes
farmacéuticas empregando um reator em fase sélida contendo cloranilato de prata
imobilizado em resina poliéster acoplado ao sistema FIA. (e) solugdes de referéncia
de captopril variando de 1,0 x 10° a 4,0 x 10 mol L empregando a formagéo do
complexo Fe(lll)-cloranilato. (m) As mesmas solugdes de referéncia, mas como
monitoramento do anion cloranilato.

A Tabela 4.5 apresenta os parametros avaliados e os valores
selecionados na otimizagdo do sistema em fluxo para a determinagdo de captopril

em formulacdes farmacéuticas.
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TABELA 4.5. Pardmetros avaliados na otimizagcdo do sistema em fluxo para a
determinacdo de captoprii empregando um RFS de cloranilato de prata
(Ag2CsCl,04) imobilizado em resina poliéster.

Parametros Faixa estudada Selecionado
[Fe(ll)]/ 10 mol L 1a30 8
composicao m/m de Ag.CesCl204 € resina 21,1:11e1:2 2:1
poliéster no reator
tamanho das particulas (um) 100-350 e 350-500 100-350

comprimento do reator (cm) 3a10 5

alca de amostragem (uL) 150 a 750 600

bobina helicoidal / cm 30 a 150 80

vazao da solugao transportadora / mL min™ 1,7a3,5 3,0
vazao do reagente Fe(lll) / mL min™" 1,2a2,3 1,2

4.2.4. Estudo dos Interferentes em Potencial

O efeito de interferentes em potencial na determinacao de captopril em
formulagdes farmacéuticas foi avaliado para excipientes normalmente presentes em
amostras comerciais (Tabela 4.6). As substancias avaliadas foram: estearato de
magnésio, celulose microcristalina, lactose e amido. O estudo foi realizado
adicionando-se concentragdes de cada excipiente em uma solucéo de referéncia e o
sinal obtido foi comparado com o sinal analitico obtido de uma solucao de referéncia
sem adicdo da substancia em estudo. Nesses experimentos, foram utilizadas
solugdes de referéncia de captopril 5,0 x 10° mol L™ com cada um dos possiveis

interferentes em concentracdes de 5,0 x 10° mol L™ e 5,0 x 10 mol L™.
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TABELA 4.6. Estudo dos possiveis interferentes na determinagao de captopril
em amostras comerciais empregando o sistema FIA proposto.

Excipiente Razao de concentragao Interferéncia %
(Excipiente:captopril )
estearato de magnésio 10:1 3
celulose microcristalina 10:1 2
lactose 10:1 4
amido 10:1 2

* [captopril] = 5,0 x 10 mol L™

Como pode ser observado na Tabela 4.6, nenhuma das substancias
investigadas causou uma interferéncia significativa na determinagao de captopril
mesmo quando presentes em uma concentragdo dez vezes maior que a

concentragéo de captopril.

4.2.5. Teste de Recuperacao

Nos testes de recuperagao do analito, trés concentracdes diferentes da
solugdo de referéncia de captopril, a saber: 1,0, 4,0 e 8,0 x 10° mol L' foram
adicionadas a quatro amostras comerciais diluidas na concentragdo de captopril
2,0 x 10° mol L™ e os resultados comparados com aqueles obtidos com as amostras
nao adicionadas do padrao. Os valores percentuais de recuperagdo variaram entre
98,2 e 105%, sugerindo auséncia de interferéncia significativa da matriz no
procedimento proposto. Os valores de recuperacao estao apresentados na Tabela
4.7.
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TABELA 4.7. Resultados do teste de recuperacao de captopril adicionada a seis
amostras comerciais empregando o sistema em fluxo.
Captopril / 10>mol L=

Amostras Recuperado / %
Adicionado Encontrado

A 1,00 1,05+ 0,05 105
4,00 4,02 + 0,02 100,5
8,00 8,08 £ 0,07 101

B 1,00 1,03 £ 0,02 103
4,00 4,14 + 0,01 103,5
8,00 8,10 £ 0,04 101

C 1,00 1,03 £ 0,05 103
4,00 4,17 £ 0,01 104
8,00 8,09 + 0,02 101

D 1,00 1,00 + 0,04 100
4,00 4,09 + 0,03 102
8,00 8,30 £ 0,02 104

n=3

4.2.6. Estudo da Repetibilidade dos Sinais Analiticos e Frequéncia de
Amostragem

Estudou-se a repetibilidade dos sinais analiticos do procedimento em
fluxo desenvolvido, para concentragdes de solucdo padrdo de captopril 3,0 x 10* e
40 x 10* mol L', obtendo-se desvios padrdes relativos de 0,3 e 0,4%,

respectivamente (Figura 4.16). A frequéncia de amostragem para o procedimento em

fluxo desenvolvido foi de 70 determinag¢des por hora.
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FIGURA 4.16. Estudo da repetibilidade para solugdes de referéncia de captopril nas
concentracdes de (A) 3,0 x 10* e (B) 4,0 x 10 mol L™". As condicdes experimentais
para a realizacao desse estudo sao apresentadas no item 3.3.5.

4.2.7. Curva Analitica

A curva analitica (Figura 4.17) foi linear no intervalo de concentracao
de captopril entre 1,0 x 10° e 5,0 x 10® mol L™ (A = - 0,0022 + 1134,0 C; r = 0,999
onde A é a absorbancia e C a concentracdo de captopril em mol L™") e apresentou
um limite de deteccdo de 8,0 x 10° mol L’ (trés vezes o desvio padrdo do

branco/inclinagdo da curva analitica).
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[captopril] / 10 mol L™

FIGURA 4.17. Curva analitica para a determinacao de captopril utilizando o sistema
de analise por injecao em fluxo proposto.
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Os sinais transientes obtidos em triplicatas das solugdes de referéncia

de captopril e das seis amostras sao apresentados na Figura 4.18.
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FIGURA 4.18. Sinais transientes obtidos na determinag¢ao de captopril em amostras
comerciais utilizando um reator em fase solida contendo cloranilato de prata
imobilizado em resina poliéster acoplado ao sistema de analise por inje¢do em fluxo.
Da esquerda para a direita, os sinais transientes correspondem a triplicatas das
solugdes de referéncia de captopril nas concentragdes de 1,0 x 10°; 3,0 x 10;
5,0 x 10, 8,0 x 10, 1,0 x 10% 2,0 x 10 3,0 x 10%, 4,0 x 10* e 5,0 x 10 mol L
seguidos de triplicatas das solugbes das amostras (A, B, C, D e F) e das solugdes de
referéncia novamente em concentragcdes decrescentes. As condi¢gdes empregadas
para a obtencao dos sinais transientes sao apresentadas no item 3.3.5.

4.2.8. Aplicagao

O método proposto foi aplicado na determinacdo de captopril em seis
formulagcées farmacéuticas e os resultados obtidos foram comparados com um
método descrito na literatura® e sdo mostrados na Tabela 4.8. O teste-t pareado foi
aplicado aos resultados obtidos, resultando em um valor de t calculado de 0,503,
menor que o valor de t tabelado (2,571), indicando que o procedimento proposto
possui boa exatidao, uma vez que nao foi observada diferenga significativa entre os

resultados obtidos, a um nivel de confianga de 95%.
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TABELA 4.8. Determinacao de captopril em formulagdes farmacéuticas empregando
o sistema FIA proposto e o0 método comparativo®®.

captopril / mg comprimido™ Erro
Amostras
Rotulado Comparativo Proposto Eri/% Era/ %

A 25,0 25,2 +0,1 25,5+0,1 1,2 2,0
B 25,0 24,7+0,2 24,5+ 0,1 -0,8 -2,0
C 25,0 25,0+0,3 249+0,2 -0,4 -0,4
D 12,5 12,6 + 0,4 12,4 +0,2 -1,6 -0,8
E 12,5 12,3+0,4 12,5+0,2 1,6 0

F 50,0 51,6 +0,3 52,3+0,4 1,3 4,6

n =3

Er, = erro relativo entre o procedimento proposto e o valor rotulado
Er, = erro relativo entre o procedimento proposto e 0 método comparativo

O emprego do reator em fase soélida contendo cloranilato de prata
imobilizado em resina de poliéster apresentou um menor limite de deteccd0®®’® e uma

maior frequéncia de amostragem®® 707386

quando comparado com outros
procedimentos espectrofotométricos empregando sistema de anélise por injecdo em

fluxo para a determinacéo de captopril em amostras comerciais.
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4.3. Determinacdo Espectrofotométrica de N-acetilcisteina e
Captopril em Formulagdes Farmacéuticas Empregando a Formacao
do Azul da Prassia em Linha Utilizando um Sistema FIA com Zonas

Coalescentes

O azul da Prussia foi descoberto em 1704 por Diesbach, sendo
posteriormente usado como corante para tecidos, pinturas e decoracdes'®?.

As primeiras analises a respeito da composicdo quimica e estrutura
cristalina do azul da Prussia foram realizadas a partir de 1936 por Keggin e Miles via
estudos por difratometria de raios-X'®,

Historicamente, a reagcdo quimica de formacdo do azul da Prussia
(Fes[Fe(CN)s]s) € um teste qualitativo classico para detectar Fe(ll) usando
hexacianoferrato(lll) como reagente.

O azul da Prussia pode ser formado a partir da reacao redox entre o Fe
(lI1) e um tiol (R-SH) como mostrado pelas reagdes 4.3 a 4.5.

Inicialmente, ocorre a reducéo do Fe(lll) pela a agdo do tiol, gerando
um dissulfeto (R-S-S-R) e Fe(ll). O Fe(ll) gerado (equacéo 4.3) é oxidado a Fe(lll)
pelo hexacianoferrato(lll) ([Fe(CN)s]*) (equacdo 4.4) produzindo ([Fe(CN)s]*). A
terceira e ultima etapa (equacéo 4.5) é a formagéo do azul da Prussia Fes[Fe(CN)s]s,

entre o Fe(lll) e o [Fe(CN)s]*) gerados na equagao 4.4.

Fe(II)(aq)+[Fe(CN)6]3'(aq) — Fe(lll)(aq)+[Fe(CN)e]4'(aq) (4.4)
4-
4 Fe(lll)aq) * 3 [F(CN)el"(aq) < Fes[Fe(CN)el3s) azul da Prissia (4.5)

O complexo formado Fe4[Fe(CN)s]s (azul da Prussia) € altamente
insoltvel (Ks = 3,0 x 10™*"), porém se o Fe(lll) for adicionado a um excesso de
hexacianoferrato (lll) de potassio, evita-se a precipitagdo do azul da Prussia

produzindo assim uma solugéo coloidal soluvel KFe[Fe(CN)g]'®"*

(azul da Prussia
soluvel) que pode ser detectado espectrofotometricamente em 700 nm.
Assim, foi desenvolvida uma nova estratégia em fluxo para a

determinacao indireta de N-acetilcisteina e captopril em formulagdes farmacéuticas
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empregando a formagdao do azul da Prussia em linha utilizando Fe(lll) e

hexacianoferrato (lll) como reagentes cromogénicos.

4.3.1. Estudo dos Parametros Quimicos do Sistema FIA

Os experimentos foram conduzidos de modo a se otimizar os mesmos
parametros fisicos e quimicos para os dois analitos, buscando sempre o melhor
compromisso entre frequéncia de amostragem e magnitude do sinal analitico.

Nesse sistema, ocorre a acumulagéo gradativa do complexo (azul da
Prussia) nas bobinas helicoidais e na cela de fluxo de caminho 6ptico de 1,0 cm.
Essa acumulagcdo gera instabilidade da linha base e na repetibilidade dos sinais
analiticos. Entao, para evitar a acumulagao gradativa do azul da Prussia, foi inserido
na configuracdo inicial do sistema em fluxo um fluxo intermitente de solugcéo de
acido oxalico 0,5% (m/v) em meio de NaOH 0,1 mol L™ para dissociar o complexo
aderido nas paredes dos tubos de polietileno e na cela de fluxo. Essa configuragéo
permitiu ainda um aumento na frequéncia de amostragem.

Inicialmente, os experimentos foram realizados para a escolha da
solugdo carregadora ideal para a formagéo do azul da Prussia em linha. Estudou-se
a influéncia da agua desionizada; HNO; e H»SO4 nas concentragbes de
5,0 x 10° mol L™ e 5,0 x 102 mol L™ sobre a magnitude do sinal analitico. Nesses
experimentos, foram utilizadas solugdes de referéncia de N-acetilcisteina e captopril
2,0 x 10 mol L, concentracdo de hexacianoferrato de potassio 1,0 x 102 mol L™,
vazdo da solucgdo transportadora 4,1 mL min”', alca da amostra e do reagente
(Fe(lll)) de 450 uL e bobinas helicoidais B1 e B2 de 60 e 80 cm, respectivamente.

Empregando-se HNO3; e H,SO4 na concentragéo de 5,0 x 10 mol L™
como solugdes transportadoras nao houve nenhum aumento do sinal de
absorbancia em relacdo aos valores de absorbancia obtidos utilizando agua
desionizada como solugao transportadora. Entretanto, empregando os mesmos
acidos na concentracdo de 5,0 x 102 mol L™" houve um aumento do sinal analitico do
branco, diminuindo assim a sensibilidade do procedimento. Dessa maneira,
selecionou-se a agua desionizada como solugao transportadora.

O efeito da concentragao do Fe(lll) sobre o sinal analitico foi avaliado
na faixa de concentracdo de 5,0 x 10* a 3,0 x 10 mol L, mantendo-se fixa a

concentracédo de N-acetilcisteina e de captopril em 2,0 x 10*mol L™. Como pode ser
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observado na Figura 4.19, a magnitude do sinal analitico aumentou até uma
concentragdo de Fe(lll) de 1,0 x 10 mol L™ para ambos analitos, sendo essa, a

concentragao de Fe(lll) selecionada
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Figura 4.19. Estudo da concentragao do reagente Fe(lll) sobre o sinal analitico (n=3)
para uma concentracgdo de N-acetilcisteina e captopril de 2,0 x 10*mol L™, vazao da
solucdo transportadora agua desionizada (4,1 mL min™), volume da alca de
amostragem e do reagente de 450 pL, fluxo intermitente de acido oxalico 0,5% (m/v)
em meio de NaOH 0,1 mol L"(6,3 mL min™"), concentracdo de hexacianoferrato
1,0 x 102 mol L™ (1,7 mL min™), bobinas helicoidais B1 e B2 de 60 e 80 cm,
respectivamente.

Como foi supracitado, para evitar a precipitacdo do azul da Prussia na
bobina helicoidal 2 e na cela de fluxo & necessario empregar excesso de
hexacianoferrato. Assim, fixou-se a concentragdo desse reagente em
5,0 x 10° mol L', cinco vezes maior que a concentracdo de Fe(lll) otimizada

(1,0 x 10> mol L.

4.3.2. Estudo dos Parametros Fisicos do Sistema FIA

O efeito da vaz&o da solugdo transportadora (agua desionizada) foi
avaliado entre 2,2 e 49 mL min’', mantendo-se constante a vazdo do
hexacianoferrato em 1,7 mL min™". A Figura 4.20 mostra a queda do sinal analitico,
com o aumento da vazao, devido provavelmente a dispersdo da zona de amostra
em vazdes maiores. Como a frequéncia de amostragem ficaria comprometida
empregando a vazao de 2,2 mL min™', optou-se pela vazdo de 3,4 mL min™ por

apresentar uma maior frequéncia de amostragem.
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Figura 4.20. Estudo da vazao da solugao transportadora sobre o sinal analitico (n=3)
empregando concentragdo de Fe(lll) 1,0 x 10° mol L'. Demais condicdes
experimentais ver Figura 4.19.

A Figura 4.21 mostra o efeito da vazdo do hexacianoferrato no
intervalo entre 0,7 e 2,7 mL min~' sobre o sinal analitico. Utilizando-se solugdes de
N-acetilcisteina e captopril na concentracdo de 2,0 x 10™ mol L™. Observou-se a
diminuicdo do sinal analitico com o aumento da vazao, devido ao curto periodo de
tempo para a formacdo do azul da Prussia na bobina helicoidal 2, sendo assim a
vazao de 0,7 mL min™ foi selecionada para estudos posteriores por apresentar maior

magnitude do sinal analitico.
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FIGURA 4.21. Estudo da vazao do hexacianoferrato sobre o sinal analitico (n=3)
empregando concentracdo de Fe(lll) 1,0 x 102 mol L' e vazdo da solugdo
transportadora agua desionizada (4,1 mL min™"). Demais condicdes experimentais
ver Figura 4.19.
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O efeito da variagdo dos volumes da amostra e do reagente, foram
estudados variando-se simultaneamente as algas L1 (amostra) e L2 (Fe(lll)). Os
volumes das algas foram variados no intervalo de 150 a 450 uL, sendo mantida a
concentracdo de N-acetilcisteina e captopril em 2,0 x 10“ mol L™, Como mostrada
na Figura 4.22, a magnitude do sinal analitico aumentou até um volume de amostra
e reagente injetados de 450 uL. Houve um aumento progressivo do sinal analitico
devido ao aumento do volume de analito e Fe(lll) terem sidos introduzidos no
percurso analitico, o que aumentou a formacdo do azul da Prussia. Nao foram
estudados volumes maiores das algas, pois a frequéncia de amostragem ficaria
comprometida. Consequentemente, volumes da amostra e do reagente de 450 uL

foram selecionados.
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FIGURA 4.22. Estudo dos volumes das algas L1 e L2 sobre o sinal analitico (n=3)
empregando concentracdo do reagente Fe(lll) 1,0 x 10™ mol L™, vazao da solugéo
transportadora 4gua desionizada de 3,4 mL min” e vazdo do hexacianoferrato de
0,7 mL min™'. Demais condicdes experimentais ver Figura 4.19.

O efeito do comprimento da bobina helicoidal (B1) foi estudado na faixa
de 30-70 cm. Nessa bobina, ocorre a redugao do Fe(lll) para Fe(ll) pela agdo do
analito e a formagao do dissulfeto como mostrado na equacgao 4.1. Como pode ser
visto pela Figura 4.23, a magnitude do sinal analitico ficou praticamente constante
para a N-acetilcisteina com o aumento do comprimento da bobina helicoidal 1 de 30
para 70 cm e um houve um ligeiro acréscimo do sinal analitico de 30 para 50 cm
para o captopril. Bobinas helicoidais menores que 30 cm nao permitiram uma

mistura homogénea da zona da amostra com o reagente Fe(lll) acarretando
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instabilidade da linha base. Assim, a bobina helicoidal de 50 cm foi escolhida como a

melhor combinagao entre magnitude do sinal analitico e frequéncia de amostragem.

0,8

/.
[}

0,7 - —&— N-acetilcisteina
—@— captopril

Absorbancia
o
(o))
T

05 |-

30 40 50 ' 60 ' 70
comprimento da bobina helicoidal B1 / cm

FIGURA 4.23. Estudo do comprimento da bobina helicoidal B1 sobre o sinal analitico
(n=3) empregando vazdo da solugdo transportadora agua desionizada
(3,4 mL min™"), concentracdo de Fe(lll) 1,0 x 10° mol L', volume da alga de
amostragem e do reagente de 450 uL e concentragdo de hexacianoferrato
5,0 x 10™ mol L™ (0,7 mL min™"). Demais condi¢des experimentais ver Figura 4.19.

A influéncia do comprimento da bobina helicoidal 2 sobre o sinal
analitico foi avaliada no intervalo de 70 a 150 cm. Nessa bobina ocorre a formagao
do azul da Prussia entre o Fe(ll) gerado na bobina helicoidal 1 e o hexacianoferrato.
Como apresentada na Figura 4.24, a magnitude do sinal analitico decresceu
gradualmente com o aumento do comprimento da bobina de 70 para 150 cm para o
estudo com a N-acetilcisteina, devido provavelmente ao efeito de dispersio. Para o
estudo empregando o captopril houve um ligeiro acréscimo do sinal de absorbancia
quando variou-se o comprimento da bobina 2 de 70 para 120 cm. Contudo, a bobina
helicoidal 2 de 90 cm foi selecionada, objetivando o melhor compromisso entre

magnitude do sinal analitico e frequéncia de amostragem.
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FIGURA 4.24. Estudo do comprimento da bobina helicoidal B2 sobre o sinal analitico
empregando vazdo da solugdo transportadora agua desionizada (3,4 mL min™),
concentragdo de Fe(lll) 1,0 x 10° mol L™, volume da alca de amostragem e do
reagente de 450 pL, concentracdo de hexacianoferrato 5,0 x 10° mol L
(0,7 mL min™") e bobina helicoidal 1 de 50 cm. Demais condi¢des experimentais ver

Figura 4.19.

A Tabela 4.9 apresenta os parametros avaliados e os selecionados na
otimizagao do sistema em fluxo para a determinagao de N-acetilcisteina e captopril

em formulagdes farmacéuticas.

TABELA 4.9. Para@metros avaliados na otimizacdo do sistema em fluxo para a
determinagao de N-acetilcisteina e captopril empregando o sistema FIA proposto

Paréametros Faixa estudada Selecionado
[Fe(ll)]/ 10 mol L 0,5a3,0 1,0
vazao da solugao transportadora / mL min™ 22a49 3,4
vazdo do hexacianoferrato/ mL min™ 0,7a2,7 0,7
alca da amostra e do reagente (L) 150 a 450 450
comprimento da bobina helicoidal 1 / cm 30a70 50
comprimento da bobina helicoidal 2 / cm 70 a 150 90

4.3.3. Estudo de Interferentes e Teste de Recuperacéo

A seletividade do método proposto para a determinacdo de N-

acetilcisteina foi testada estudando-se o efeito de excipientes comumente
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encontrados em formulagbes farmacéuticas. Para uma concentracdo de N-
acetilcisteina 1,0 x 10®* mol L', nenhuma interferéncia foi observada para as
seguintes substancias presentes em uma concentragcdo dez vezes maior que a
concentracdo de N-acetilcisteina: frutose, sacarina, sacarose, bicarbonato de sddio,
benzoato de sédio e cloreto de benzalcdnio. Uma interferéncia negativa de 15% no
sinal analitico foi causada pelo fosfato de sodio dibasico quando presente na mesma
concentracdo da N-acetilcisteina, devido provavelmente a formacdo de um sal
insoluvel entre o ion fosfato e Fe(lll).

No teste de recuperacéo, trés concentracdes de solugdes de referéncia
de N-acetilcisteina (1,0 x 10, 3,0 x 10° e 5,0 x 10° mol L") foram adicionadas a
cinco solugdes das amostras de produtos farmacéuticos contendo aproximadamente
N-acetilcisteina (5,0 x 10™ mol L'1) e os resultados foram comparados com aqueles
obtidos das solugdes de referéncia de mesma concentracdo sem a adicdo das
solugcdes de amostras. Os valores percentuais de recuperacao variaram entre 96,2 e
104% sugerindo a auséncia significativa de interferéncia da matriz e a exatidao do
procedimento proposto.

O efeito de interferentes em potencial na determinagao de captopril em
formulagdes farmacéuticas foi avaliado para excipientes normalmente presentes em
amostras comerciais. Nesses experimentos, foram utilizadas solugdes de referéncia
de captopril 1,0 x 10 mol L™ adicionadas com cada um dos possiveis interferentes
em concentragdes de 1,0 x 10 mol L™ (lactose, celulose microcristalina, estearato
de magnésio e amido) e os resultados foram comparados com aqueles obtidos com
a solugdo de referéncia de captopril 1,0 x 10™ mol L. Nenhuma interferéncia foi
observada para as substancias estudadas, demonstrando a seletividade do método
proposto para a determinacao de captopril.

No teste de recuperacao, trés concentragcdes de solugdes de referéncia
de captopril (3,0 x 10°, 5,0 x 10° e 8,0 x 10®° mol L") foram adicionadas a seis
solucbes das amostras de produtos farmacéuticos contendo aproximadamente
captopril (7,0 x 10° mol L™") e os resultados foram comparados com aqueles obtidos
das solugdes de referéncia de mesma concentragdo sem a adi¢ao das solugdes de
amostras. Os valores percentuais de recuperacédo variaram entre 97,1 e 102,4%,
sugerindo auséncia de interferéncia significativa da matriz no procedimento

proposto.
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4.3.4. Estudo da Repetibilidade e Frequéncia de Amostragem

Estudou-se a repetibilidade do procedimento desenvolvido
empregando solugdes padrdes de N-acetilcisteina e de captopril nas concentragdes
de 5,0 x 10° e 1,0 x 10 mol L™, obtendo-se desvios padrdes relativos menores que
2% para ambos analitos (Figura 4.25). A frequéncia de amostragem para a

determinacao de N-acetilcisteina e captopril foi de 60 determinagdes por hora.
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FIGURA 4.25. Estudo da repetibilidade para solugbes de referéncia de (a) N-
acetilcisteina e de (b) captoprii nas concentracdes de (1) 50 x 10° e
(2) 1,0 x 10* mol L™,

4.3.5. Curva Analitica

A curva analitica foi linear no intervalo de concentragdo de N-
acetilcisteina entre 3,0 x 10° e 2,0 x 10* mol L (A = -0,05439 + 3124,60 C; r =
0,999 onde A é a absorbancia e C a concentracdo de N-acetilcisteina em mol L) e
para o captopril a curva de calibracdo foi linear na regiao de concentracdo de
50 x 10° a 4,0 x 10* mol L' (A = -0,0831 + 2218,25 C; r = 0,999 onde A ¢ a
absorbancia e C a concentracdo de captopril em mol L'1). Os limites de deteccao
(trés vezes o desvio padrdo do brancol/inclinagdo da curva analitica) obtidos foram
de 2,0 x 10° mol L™ e 3,9 x 10”° para a N-acetilcisteina e captopril, respectivamente.

As curvas analiticas obtidas s&o apresentadas na Figura 4.26.
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FIGURA 4.26. Curvas analiticas para determinacdo de N-acetilcisteina e captopril
utilizando o sistema de analise por injecdo em fluxo proposto.

O procedimento proposto foi aplicado na determinacdao de N-
acetilcisteina e captopril em formulagdes farmacéuticas. Triplicatas das solugdes de
referéncia de N-acetilcisteina, captopril e das solugbes das amostras foram injetadas
no sistema em fluxo ilustrado na Figura 3.3. Os sinais transientes obtidos para a
determinacao de N-acetilcisteina e captopril estdo apresentados na Figura 4.27.
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FIGURA 4.27. Sinais transientes em triplicatas das solugbes de referéncia de (a) N-
acetilcisteina nas concentragées de (1) 3,0 x 10°, (2) 5,0 x 10, (3) 8,0 x 10, (4)
1,0 x 10, (5) 1,5 x 10* e (6) 2,0 x 10 mol L™ e das cinco amostras A, B, C,D e E
seguidos das solugdes de referéncia novamente em concentragdes decrescentes e
(b) captopril nas concentracdes de (1) 5,0 x 10, (2) 8,0 x 10°, (3) 1,0 x 10%,
(4) 2,0 x 10™,(5) 3,0 x 10* e (6) 4,0 x 10 mol L' e das seis amostras A, B, C, D, E
e F seguidos das solugdes de referéncia novamente em concentragdes
decrescentes.

I9 min
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4.3.6. Aplicagdes

O método proposto foi aplicado na determinagao de N-acetilcisteina e
captopril em formulagdes farmacéuticas e os resultados obtidos foram comparados
com os resultados obtidos utilizando um método oficial para a N-acetilcisteina e um
método comparativo para o captopril. O teste-t pareado foi aplicado aos resultados
obtidos, gerando em um valor de t calculado de 0,781, menor que o valor de t
tabelado (2,776) para a N-acetilcisteina e para o captopril o valor de t calculado foi
de 0,925, menor que o valor de t tabelado (2,571) indicando que o procedimento
proposto possui boa exatiddo, uma vez que nao foi observada diferenga significativa
entre os resultados obtidos, a um nivel de confianga de 95%. Os resultados obtidos
na determinacdo de N-acetilcisteina e captopril estdo mostrados nas Tabelas 4.10 e

4.11, respectivamente.

TABELA 4.10. Determinacdo de N-acetilcisteina em formulacbes farmacéuticas
empregando-se o sistema FIA proposto e o métodos oficial®®.

N-acetilcisteina Erro relativo/%

Método Procedimento
Amostras Rotulado Er4 Ers
Oficial Proposto
A 200,0 1946 + 0,1 192,0+0,2 -4.0 -1,4
B’ 200,0 201,3+0,3 196,0 + 0,1 -2,0 -2,6
c 100,0 101,5+04 103,2+0,3 3,2 1,6
D 100,0 98,5+0,2 98,7+0,2 -1,3 0,2
E” 40,0 42,6 +0,3 41,4 + 0,4 3,5 -2,9
n=3
*mg envelope™
**mg mL™

Er; = erro relativo entre o procedimento proposto e o valor rotulado
Er, = erro relativo entre o procedimento proposto e o método oficial
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TABELA 4.11. Determinagcdo de captopril

em formulagdes farmacéuticas
empregando-se o sistema FIA proposto e o métodos comparativo®.

Captopril mg comprimido'1

Erro relativo/%

Amostras Rotulado Método Procedimento r, Ery
comparativo Proposto
A 25,0 25,2+0,1 247 +£0,2 -1,2 -2,0
B 25,0 252+0,4 25,4 +£0,1 1,6 0,8
C 25,0 251+0,2 246+0,3 -1,6 -2,0
D 12,5 12,7 £ 0,1 12,2+0,2 -2,4 -4,1
E 12,5 12,0+0,3 12,4 £ 0,1 -1,6 3,2
F 50,0 49,7+ 0,4 48,8 £ 0,4 -2,4 -1,8
n=3

Er, = erro relativo entre o procedimento proposto e o valor rotulado
Er, = erro relativo entre o procedimento proposto e 0 método comparativo

As caracteristicas analiticas obtidas com o sistema em fluxo
desenvolvido e trabalhos com detecgao espectrofotométrica previamente publicados

para a determinagdo de N-acetilcisteina e captopril foram comparados. A regiao

linear para a determinagdo de N-acetilcisteina foi comparavel com Fornazari et al.*?

e Vieira & Fatibello-Filho*® e para o captopril a regigo linear foi maior que aquela

obtida por Karlicek & Solich™ |,69.70

|.73

e menor que aquela obtida por Tzanavaraz et a e

Suarez et al.”> O limite de deteccdo para a determinacdo de N-acetilcisteina e

captopril obtidos respectivamente foram menores que aqueles obtidos nos trabalhos

1.3"73 e Tzanavaraz et al.%°.

de Suarez et a

Para a determinagcdo de N-acetilcisteina e captopril, o procedimento
desenvolvido apresentou uma melhor regi&o linear (10 a 100 vezes maior), melhor
repetibilidade dos sinais analiticos e uma menor sensibilidade em relacdo aos

51,52,81-83

trabalhos quimiluminescentes descritos na literatura . Entretanto, nestes

métodos analiticos foram empregados um detector de custo elevado.
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4.4. Determinacdo Turbidimétrica de Cloridrato de Fluoxetina em
um Sistema de Analise por Injecdo em Fluxo com Zonas
Coalescentes Empregando Nitrato de Prata como Reagente

Precipitante

Nesta etapa do trabalho, foi desenvolvido um sistema de analise por
injegdo em fluxo com zonas coalescentes e fluxo intermitente com detecgao
turbidimétrica, para a determinacido de cloridrato de fluoxetina em produtos
farmacéuticos. O sistema baseou-se na reacdo entre o cloreto do cloridrato
de fluoxetina e o nitrato de prata (AgNO3), formando o (AgCls)) que foi monitorado
turbidimetricamente em 420 nm. A medida que os ions cloreto reagem com os ions
Ag’aq), 0s ions H" (H3;0") devem continuar na molécula (protonagdo do amino grupo
da fluoxetina). A equagédo quimica da reagao de precipitacdo entre o cloridrato de

fluoxetina com o nitrato de prata € mostrada a seguir (equacao 4.6).

F CA@C’_ H——CH,——CH —N/H'. HCl + AgNO; 22> AgQ) + NG
3 2 L\, @ G () ) T'
3 + H
S
FiC O—CH—CH,—CH,—
s 4©7 C 2 C 2 N\

CH,
(4.6) (a0)

Tipicamente, a formacao de precipitado em linha tende a sedimentar
na bobina helicoidal e na cela de fluxo, provocando a elevagao da linha base. Para
eliminar esse acumulo de precipitado, foi inserido na configuragao inicial do sistema,
um fluxo intermitente com agua desionizada, a uma vazao de 6,3 mL min'1, como
fluxo de limpeza. Essa configuragdo permitiu um aumento na frequéncia de

amostragem de 30 h™' para 60 h™ e uma melhor estabilidade da linha base.
4.4.1. Estudos dos Parametros Quimicos do Sistema FIA

Inicialmente, foram estudados os parametros quimicos do sistema em
fluxo para investigar as melhores condi¢des para a formag¢do do AgCl)em linha.

O estudo para a otimizacdo da melhor solugcdo transportadora foi
realizado em um sistema FIA com volume das algas da amostra e do reagente de

350 plL, vazdo da solugao transportadora de 1,7 mL min™', bobina helicoidal de



Resultados e Discussao 99

120 cm e manteve-se a concentragao de cloridrato de fluoxetina em 1,0 mmol LA
configuragédo do sistema em fluxo empregado nessas determinagées é mostrada na
Figura 3.4.

Foram avaliadas como solugdes transportadoras acido nitrico na faixa
de concentracdo de 1,0 x 102 a 5,0 x 102 mol L™ e agua desionizada. Os melhores
resultados em termos de magnitude do sinal analitico foram obtidos empregando
agua desionizada, entretanto, os melhores resultados em termos de repetibilidade
foram obtidos utilizando-se acido nitrico 1,0 x 102 mol L'. Dessa maneira,
selecionou-se o acido nitrico 1,0 x 102 mol L' como solucéo transportadora devido a
melhor repetibilidade dos sinais analiticos, para manter a forga idnica constante e
para evitar a hidrolise do Ag(l).

A adicao de coldides protetores ou surfactantes nas solugcdes € muitas
vezes requerida, pois a presenca destes agentes € uma garantia adicional de
nucleacado uniforme do precipitado, melhorando a repetibilidade e a magnitude dos
sinais analiticos. Dessa forma, estudou-se o efeito do polietilenoglicol (PEG), alcool
polivinilico (PVA), Triton X-100 e Agar-Agar nas concentragbes de 0,010, 0,030 e
0,050% (m/v) sobre o sinal analitico, estabilidade da linha base e repetibilidade dos
sinais transientes. Os melhores resultados em termos de repetibilidade e magnitude
dos sinais analiticos foram obtidos utilizando-se Triton X-100 0,030% (v/v). Em
virtude desses resultados, selecionou-se o surfactante Triton X-100 na concentragao
de 0,030% v/v para o preparo da solugao transportadora e da amostra.

Estudou-se a influéncia da concentragcao do reagente nitrato de prata
no intervalo de concentracdo de 5,0 x10* a 5,0 x 102 mol L™ sobre o sinal analitico.
Uma maior magnitude de sinal analitico e melhor estabilidade da linha base foram
obtidas para a concentracdo de 1,0 x 10° mol L™ desse reagente de precipitagao,
sendo selecionada essa concentragdo. Para concentragbes maiores, diminuigao
pouco acentuada do sinal analitico (tendéncia a estabilizacdo) e perda da

estabilidade da linha base.

4.4.2. Estudos dos Parametros Fisicos do Sistema FIA

O efeito da variagdo dos volumes da amostra e do reagente (Figura
4.28) foi estudado variando-se simultaneamente as alcas L1 (amostra) e L2

(reagente). Os volumes das algcas foram variados no intervalo de 200 a 500 pL
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(comprimentos de 20, 50, 70 e 100 cm), sendo mantida a concentragao de cloridrato
de fluoxetina em 1,0 x 10° mol L. Neste estudo, observou-se que a magnitude do
sinal analitico aumentou até um volume de amostra e reagente injetado de 500 pL.
Houve um aumento progressivo do sinal analitico, devido a menor dispersao da zona
da amostra com o aumento do volume injetado. Porém, devido a uma melhor
repetibilidade dos sinais analiticos e uma maior frequéncia de amostragem, o volume

de 350 uL foi selecionado para continuidade do trabalho.
0,24
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0,20 -

Turbidez
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100 200 300 400 500
volume das algas L1 e L2 / uL
FIGURA 4.28. Estudo do volume das algas L1 (amostra) e L2 (reagente) sobre o
sinal analitico para uma concentragdo de cloridrato de fluoxetina 1,0 mmol L™,
concentracdo de AgNO; 1,0 mmol L™,

A influéncia do comprimento da bobina helicoidal (Figura 4.29) sobre o
sinal analitico foi avaliada no intervalo de 70 a 120 cm. A magnitude do sinal
analitico aumenta até o comprimento de 100 cm, diminuindo para o comprimento da
bobina de 120 cm, provavelmente devido ao efeito de dispersdao. Como a cinética da
reacao de formacado do precipitado € rapida, a dispersao prevalece e a turbidez
diminui. Considerando-se a magnitude do sinal analitico, a bobina helicoidal de

100 cm foi selecionada para dar sequéncia aos estudos.
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FIGURA 4.29. Efeito do comprimento da bobina helicoidal sobre o sinal analitico

para uma concentragdo de cloridrato de fluoxetina e de AgNO3 em 1,0 mmol L™ e
volume da alga da amostra e do reagente de 350 pL.

A Figura 4.30 mostra o efeito da vazdo da solugado transportadora
(acido nitrico 1,0 x 10 mol L™ em Triton X-100 0,03% (v/v)) sobre o sinal analitico
foi estudada no intervalo entre 2,2 e 4,1 mL min™. Utilizando-se uma solucdo de
cloridrato de fluoxetina na concentragdo de 1,0 x 10™ mol L, o sinal analitico
diminuiu com o aumento da vazao, possivelmente, devido a um menor tempo de
residéncia para a formagédo do precipitado. Observou-se uma maior magnitude de
sinal analitico e melhor estabilidade da linha base empregando-se a menor vazao

(2,2 mL min™), que foi entdo selecionada para estudos posteriores.

0,24 -
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Turbidez
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0,12 . 1 . 1 . 1 . 1 .
2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 4,5

vazao da solugao trasportadora / mL min”
FIGURA 4.30. Estudo da vazao da solucao transportadora acido nitrico sobre o sinal
analitico (n=3) para uma concentragdo de cloridrato de fluoxetina 1,0 mmol L™,
volume da alga de amostragem e do reagente de 350 uL, bobina helicoidal de
100 cm e fluxo intermitente de agua desionizada (6,3 mL min™).
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A Tabela 4.12 apresenta os parametros avaliados e os selecionados na
otimizagao do sistema em fluxo para a determinacéo de cloridrato de fluoxetina em

formulagdes farmacéuticas.

TABELA 4.12. Parametros avaliados na otimizagcao do sistema em fluxo para a
determinacao de cloridrato de fluoxetina empregando o sistema FIA proposto

Parametros Faixa estudada Selecionado
[AgNO3]/ 10“mol L™ 0,05a5,0 0,1
[HNO3] / 10 mol L™ 0,1a5,0 1,0
algca da amostra e do reagente / (uL) 100 a 500 350
bobina helicoidal / cm 70a 120 100
vazao da solugao transportadora / mL min™ 22a41 2,7
surfactantes PVA* PEG’, Triton  Triton X-100

X-100 e Agar-Agar

*alcool polivinilico; *polietilenoglicol
4.4.3. Estudo de Interferentes em Potencial

Foram avaliados alguns excipientes normalmente presentes em
formulagbes farmacéuticas que podem interferir na determinagao de cloridrato de
fluoxetina (Tabela 4.13). As substancias avaliadas foram: sacarina sodica,
metabissulfito de sodio, estearato de magnésio, celulose microcristalina, diéxido de
silicio, amido e ciclamato de sédio, em varias razbes de concentracdo, sendo o
cloridrato de fluoxetina mantido na concentracdo de 3,0 x 10* mol L™ para este
estudo. Alguns destes excipientes sdo insoluveis e/ou possuem baixa solubilidade.
Estearato de magnésio, ciclamato de sddio e amido ndo causaram interferéncia na
determinacdo de cloridrato de fluoxetina, mesmo quando presentes em
concentragcdes dez vezes maiores que aquela de fluoxetina. Entretanto, a sacarina
sddica apresentou interferéncia positiva de 7 % quando presente em concentragao
dez vezes maior que aquela do cloridrato de fluoxetina. A interferéncia positiva da
sacarina se deve a formagdao do sacarinato de prata, de baixa solubilidade,
aumentando assim a turbidez da zona de amostra e, consequentemente, a
magnitude do sinal analitico. O metabissulfito apresentou interferéncia negativa de
15 % quando presente na mesma concentracdo do cloridrato de fluoxetina. Essa
interferéncia ocorre devido ao poder de reducdo desse concomitante reduzindo a

Ag" a Ag’, que promove uma diminuigdo na formagdo do precipitado de AgCls).
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Cabe ressaltar que os teores desses excipientes nos produtos farmacéuticos sao

inferiores aos investigados nesse estudo.

TABELA 4.13. Efeito dos excipientes como possiveis interferentes em potencial na
determinacgao de cloridrato de fluoxetina.

Excipiente Razao de concentragdo Interferéncia%
(Excipiente:FX.HCI)
sacarina 1:5 0,5
metabissulfito de sédio 1:5 1,0
estearato de magnésio 10:1 1,0
amido 10:1 0,5
ciclamato de sédio 10:1 1,5

*FX.HCI = [cloridrato de fluoxetina] = 3,0 X 10™* mol L™

4.4.4. Teste de Recuperacéo

No teste de recuperacéo, trés concentracdes diferentes de cloridrato de
fluoxetina, a saber: 1,0 x 10®°, 4,0 x 10° e 6,0 x 10 mol L™ foram adicionadas a
cinco amostras comerciais e os resultados comparados com aqueles obtidos com as
amostras ndo adicionadas do padrdo. Os valores percentuais apresentados na
Tabela 4.14 para duas amostras variaram entre 99,6 e 103 % sugerindo assim

auséncia significativa de interferéncia da matriz da amostra.

TABELA 4.14. Estudo de recuperacdo de cloridrato de fluoxetina em duas
formulacdes farmacéuticas.
cloridrato de fluoxetina / 10>mol L~

Amostras Recuperado / %
Adicionado Encontrado
A 1,00 1,01 £ 0,02 101
4,00 4,05+0,03 101
6,00 5,98 £ 0,05 99,6
B 1,00 1,03 + 0,01 103
4,00 4,07 £ 0,03 102
6,00 6,16 + 0,02 103

n=3
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4.4.5. Estudo da Repetibilidade e Frequéncia de Amostragem

Estudou-se a repetibilidade do procedimento desenvolvido para
concentracdes de solucdes padrées de cloridrato de fluoxetina de 2,0 x 10* e
3,0 x 10* mol L', obtendo-se desvios padrées relativos de 0,5% e 0,9%,
respectivamente (Figura 4.31). A frequéncia de amostragem foi de 60 determinacdes

por hora. B

0,050 turb

A

uJ
J‘J“HM i

i

min

FIGURA 4.31. Estudo da repetibilidade para solu¢des de referéncia de cloridrato de
fluoxetina nas concentragdes de (A) 2,0 x 10 e (B) 3,0 x 10 mol L™'. As condicdes
experimentais para a realizagdo desse estudo sdo apresentadas no item 3.5.3.

4.4.6. Curva Analitica

A curva analitica (Figura 4.32) foi linear no intervalo de concentracao
de cloridrato de fluoxetina entre 3,0 x 10° e 5,0 x 10 mol L™ (T = 0,00372 + 387,1
C; r=0,998 onde T € a turbidez e C a concentracido de cloridrato de fluoxetina em
mol L") e apresentou um limite de deteccdo de 1,0 x 10 mol L (trés vezes o desvio

padrao do branco/inclinacéo da curva analitica).
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FIGURA 4.32. Curva analitica para determinacdo de cloridrato de fluoxetina
utilizando o sistema de analise por injegdo em fluxo proposto.

Os sinais transientes obtidos em triplicatas (3,0 x 10°, 5,0 x 10,
1,0 x 10*, 2,0 x 10%, 3,0 x 10* € 5,0 x 10 mol L") das solucdes de referéncia de
cloridrato de fluoxetina e das solu¢des das amostras, sdo mostrados na Figura 4.33.

6

0,080 turb

6 min

FIGURA 4.33. Sinais transientes em ftriplicatas das solugbes de referéncia de
cloridrato de fluoxetina nas concentracdes de (1) 3,0 x 10, (2) 5,0 x 10, (3) 1,0 x
10, (4) 2,0 x 10, (5) 3,0 x 10* e (6) 5,0 x 10“ mol L™ e das quatro amostras A, B,
C e D seguidos das solugcbes de referéncia novamente em concentragdes
decrescentes. As condi¢cdes do sistema FIA s&o aquelas apresentadas no item 3.5.3.



Resultados e Discussao 106

4.4.7. Aplicagdes

O método proposto foi aplicado na determinagdo de cloridrato de
fluoxetina em cinco formulagdes farmacéuticas e os resultados obtidos foram
comparados com um método descrito na Farmacopéia Americana'®* e sao
mostrados na Tabela 4.15. O teste-t pareado foi aplicado aos resultados obtidos,
resultando em um valor de t calculado de 1,129, menor que o valor de t tabelado
(2,776), indicando que o procedimento proposto possui boa exatiddo, uma vez que
nao foi observada diferenga significativa entre os resultados obtidos, a um nivel de

confianga de 95%.

TABELA 4.15. Determinagdo de cloridrato de fluoxetina em formulagdes
farmacéuticas empregando-se o sistema FIA proposto e o método oficial’®.

cloridrato de fluoxetina Erro
Amostras Valor Método Procedimento Erq{/ % Ero/ %
Rotulado oficial Proposto
A 20,00 19,60 £0,01 19,20 + 0,03 -2,1 -4,1
B 22,36 22,20 +0,02 23,30 + 0,01 4,7 4,0
C 22,36~ 22,00+ 0,01 23,00+ 0,02 4.4 2,8
D 22,36 22,40+0,03 22,32 +0,01 -0,4 -0,2
E 22,40" 21,90+ 0,02 21,40+ 0,03 2,3 4,7
o L

** mg dragea”
Er, = erro relativo entre o procedimento proposto e o valor rotulado
Er, = erro relativo entre o procedimento proposto e o método oficial

As caracteristicas analiticas do método proposto foram comparadas
com aquelas obtidas por outros procedimentos em fluxo para a determinacédo de

cloridrato de fluoxetina. O método proposto possui um limite de deteccdo menor que

3

aquele obtido no método espectrofotométrico’®® e superior aqueles obtidos nos

demais métodos''®'??. Qutrossim, a frequéncia de amostragem foi igual aquela

119

obtida no método espectrofotométrico'™ e foi menor que aquelas obtidas nos

demais métodos'??'%3,
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4.5. Determinacdo de Dipirona em Formulagcbes Farmacéuticas
Empregando: Um Sistema de Analise em Fluxo Utilizando um
Microssistema Analitico Construido com LTCC e um Sistema FIA

com Zonas Coalescentes

A dipirona € um derivado das pirazolonas, classe de compostos
caracterizados pela presenca de um anel aromatico de 5 atomos contendo dois
nitrogénios conhecido como pirazolina. A cetoderivagdo da pirazolina, isto e,
1-fenilpirazolina-5-ona, é a base da molécula de dipirona (Figura 4.34). Substituintes
no atomo de carbono na posicdo 4 determinam as propriedades quimicas e

farmacoldgicas especificas de cada composto'®.

o4<\/\N

N

Ph
FIGURA 4.34. Estrutura molecular da 1-fenilpirazolina-5-ona.

Nesta parte do trabalho foram desenvolvidos dois sistemas de analise
por injecdo em fluxo para a determinagao de dipirona em formulag¢des farmacéuticas
utiizando Fe(lll) como reagente cromogénio. No primeiro procedimento foi
empregado um microssistema analitico construido com LTCC e no segundo foi
utilizado um sistema FIA com zonas coalescentes sem o acoplamento do
microssistema. Nestes sistemas, sucede a formagao em linha de um cromoéforo de
cor azul a partir da reagao entre o Fe(lll) e a dipirona em meio acido.

Inicialmente realizou-se a aquisicdo do espectro do complexo
empregando batelada. Para tal, adicionaram-se 2,0 mL de dipirona 1,0 x 10 mol L™
em uma cubeta de quartzo (1,0 cm de caminho o6ptico e volume de 4,0 mL),
contendo 2,0 mL de uma solucdo de Fe(lll) 1,0 x 102 mol L' em meio de HNO;
1,0 x 102 mol L. Como pode ser observado pela Figura 4.35, com a adi¢cdo da
solucao de dipirona na cubeta, prontamente ocorreu a formacao de um composto de
coloragao azul intensa que apresentou um valor de absorbancia em torno de 0,6

para o comprimento de onda de 622 nm.
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FIGURA 4.35. Espectro de absorgdo molecular na regido do visivel do cromoéforo

gerado na reagéao entre o Fe(lll) e a dipirona

A Figura 4.36 apresenta um grafico em trés dimensdes, constituido de
3 eixos: comprimento de onda (nm) na regido do visivel, tempo (s) e absorbancia
(Abs). Este grafico representa o branco, ou seja, sem a adicdo do analito, tendo

somente Fe(lll) 1,0 x 102 mol L™ na cubeta.

nrm
400.0

800.0 0.0

FIGURA 4.36. Espectro de absor¢ao em trés dimensdes do branco obtido em uma
cubeta de quartzo de 1,0 cm de caminho 6ptico contendo Fe(lll) 1,0 x 102 mol L
em meio de &cido nitrico 1,0 x 102 mol L.

A Figura 4.37 apresenta o espectro de formagao do cromoforo a partir
da reacéo entre o Fe(lll) e a dipirona. Como pode ser observado nesta figura, a
formagdo do croméforo € observado nos primeiros segundos de reagao entre a
dipirona e Fe(lll), com o maximo de absorc&o verificado em 622 nm, sendo entéo
este comprimento de onda fixado para o desenvolvimento do trabalho. Pode também
ser observado, no eixo do tempo reacional, que o cromodforo formado e
relativamente instavel, tendo um tempo de vida de 40s, nestas condigdes
experimental do trabalho. A instabilidade desse complexo parece ser causada pela

fotorreducdo do complexo dipirona-Fe(ll1)**. Entretanto, esta fotorredugdo pode ser



Resultados e Discussao 109

evitada pela adicdo de um agente quelante (e.g. EDTA) para mascarar o excesso de
ions férrico apds o aparecimento do croméforo azul.

No entanto, empregando sistema de analise por injecdo em fluxo, é
possivel o monitoramento de compostos instaveis, visto que é possivel detectar a
concentracdo do cromoforo formado no maximo de sua absorcdo sem perda de
sensibilidade (inclinacdo da curva analitica)), com boa precisdo, exatiddo e
repetibilidade. Para isto, € necessario que algum dos parédmetros da configuragéo do
sistema FIA sejam ajustados como tamanho da bobina reacional reduzida e/ou
vazdo da solugdo transportadora alta, além de temperatura, emprego de

estabilizadores etc.

nrm
400.0

8000 * gp

FIGURA 4.37. Espectro de absor¢ao em trés dimensbes do cromoforo gerado a
partir da reacdo da dipirona 1,0 x 10 mol L™ com Fe(lll) 1,0 x 102 mol L™ em meio
de acido nitrico 1,0 x 102 mol L' em uma cubeta de quartzo de 1,0 cm de caminho
optico.

4.5.1. Estudo dos Parametros Quimicos do Sistema FIA Empregando o
Microssistema Analitico

Inicialmente, foram estudados os parametros quimicos do sistema em
fluxo para investigar as melhores condigdes para a reagcao de formagao do complexo
entre a dipirona e o ferro(lll) empregando o microssistema.

O estudo para a otimizacdo da melhor solugcdo transportadora foi
realizado em um sistema FIA com volume das algas da amostra e do reagente de
200 pL, vazao total da solugao transportadora 5,6 mL min™, concentracdo de Fe(lll)
1,0 x 102 mol L'1, e manteve-se uma concentracdo de dipirona fixa em
1,0 x 10° mol L™,

Foram testadas solugdes transportadoras que influenciassem

positivamente na obtencao de melhores sinais de absorbancia. Devido a isso, ndo
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foram estudadas solugdes alcalinas, pois produzem complexos de ferro(lll) e
tambem Fe(OH)ss) e oxidos. Por outro lado, tamp&o acetato poderia levar a
formagdo de complexos de Fe(lll) com o anion acetato, Fe3(OH),(CH3COO)s e, o
tampéao fosfato, causaria a precipitacdo do sal insoliuvel de Fe(lll), FePQOy). Assim,
foram investigadas os seguintes transportadores: acido nitrico e agua desionizada.
O acido nitrico foi avaliado na faixa de concentragdo de 5,0 x 10°a 1,0 x 107
mol L™. Nao houve nenhuma influéncia no sinal analitico empregando &cido nitrico
como solugédo transportadora em relagao aos sinais obtidos com agua desionizada,
porém, para manter a for¢a idnica constante e evitar a hidrolise dos ions Fe(lll),
selecionou-se a concentracdo de acido nitrico 1,0 x 102 mol L™ para a continuidade
do trabalho.

O efeito da concentragao de Fe(lll) foi investigado no intervalo de
concentracdo de 5,0 x 10° mol L™ a 7,0 x 102 mol L™ (Figura 4.38). No estudo da
concentracdo desse reagente empregando o0 microssistema, verificou-se que a
absorbancia aumentou até a concentragdo de 5,0 x 102 mol L, mas como esse
aumento foi de apenas 7% em relacédo a absorbancia obtida com a concentracao de
3,0 x 102 mol L™, selecionou-se a concentracéo de Fe(lll) 3,0 x 102 mol L™ para os

estudos posteriores.
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FIGURA 4.38. Efeito da concentragao de Fe(lll) sobre o sinal analitico para uma

concentracdo de dipirona 1,0 x 102 mol L', vazdo da solugdo transportadora
5,6 mL min”' e volume da alca e do reagente de 200 L.
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45.2. Estudo dos Parametros Fisicos do Sistema FIA Empregando o
Microssistema Analitico

O efeito da vazédo total da solugdo transportadora (acido nitrico
1,0 x 102 mol L") foi avaliado entre 1,5 e 13 mL min”. Empregando uma
concentracéo de dipirona 1,0 x 10 mol L™, verificou-se que o sinal analitico a partir
da vazdo de 5,6 mL min™ permaneceu praticamente constante. Entretanto, foi
selecionada a vazdo de 11,5 mL min™" para a continuidade do trabalho, pois
empregando essa vazao uma frequéncia de amostragem maior foi obtida em relagéo
a vaz&o de 5,6 mL min”'. Ademais, como a solugdo transportadora selecionada foi
acido nitrico 1,0 x 102 mol L™ ndo haveria problema com a quantidade de residuo
quimico gerado.

O efeito da variagcdo dos volumes da amostra e do reagente foi
estudado variando-se simultaneamente as alcas L1 (amostra) e L2 (reagente). Os
volumes das algas foram variados no intervalo de 200 a 500 uL, sendo mantida a
concentracio de dipirona em 1,0 x 10° mol L™'. Como mostrada na Figura 4.39, a
magnitude do sinal analitico aumentou até um volume de amostra e reagente
injetado de 300 uL, permanecendo constante para volumes maiores. Como o sinal
de absorbancia para o volume de 300 uL foi somente 7% maior que o volume de
200 pL, foi selecionado o volume de 200 pL para reduzir o consumo de reagente

uma vez que este estava na concentragdo de 3,0 x 10Zmol L™,
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0,09 | /

- —— %
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Absorbancia
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100 200 300 400 500
volume das algas L1 e L2/ uL
FIGURA 4.39. Estudo do volume das algas L1 (amostra) e L2 (reagente) sobre o
sinal analitico para uma concentracéo de dipirona 1,0 x 10° mol L™, concentragao de
Fe(lll) 3,0 x 102 mol L™ e vaz&o da solugao transportadora 11,5 mL min™.
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Para a comparagdo dos resultados obtidos empregando o
microssistema analitico, foi desenvolvido um sistema FIA com zonas coalescentes
como detalhadamente descrito no item 3.7.3. A Tabela 4.16 apresenta os
parametros quimicos e fisicos avaliados e selecionados empregando os dois

procedimentos desenvolvidos.

TABELA 4.16. Parametros fisicos e quimicos estudados e selecionados
empregando o microssistema acoplado ao sistema FIA e o sistema FIA com
zonas coalescentes

Microssistema Sistema FIA
Parametros Faixa estudada acoplado ao com zonas

sistema FIA  coalescentes

Fe(lll) / mol L™ 50x10%a70x%x102 3,0 x 10?2 1,0 x 107
Volume da alga da 200 a 500 200 300

amostra e do

reagente / uL

Vazao da solugao

transportadora / mL 1,5a13,0 11,5 4,0
min”
Bobina helicoidal / cm 20a 100 * 50

* canais de comprimento fixos dentro do microssistema

4.5.3. Estudos de Interferentes em Potencial e Testes de Recuperacao
Empregando o Microssistema Analitico e o Sistema FIA com Zonas
Coalescentes

O efeito de interferentes em potencial na determinagéao de dipirona em

formulagdes farmacéuticas foi avaliado para excipientes normalmente presentes em
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amostras comerciais. Nestes experimentos, foram utilizadas solugdées de referéncia
de dipirona 5,0 x 10* mol L' com cada um dos possiveis interferentes (sorbitol,
cloreto de sddio, sacarina, glicerina, frutose, sacarose, lactose, monofosfato de sodio
e bissulfito de sddio) em concentragdes de 5,0 x 10° mol L™, 5,0 x 10* mol L e
5,0 x 102 mol L. Nenhuma das substancias investigadas causou qualquer
interferéncia na determinacio de dipirona com excecao do metabissulfito encontrado
concomitantemente em algumas das amostras comerciais, que causou uma
interferéncia negativa da ordem de 30% sobre o sinal analitico, mesmo em
concentracdo 10 vezes menor que a concentracao de dipirona. Esta interferéncia
deve-se ao fato do metabissulfito ser um étimo agente redutor, reduzindo Fe(lll) para
Fe(ll), mas como o teor de bissulfito € bem menor que o teor de dipirona, amostras
contendo este composto associado puderam ser analisadas sem problemas.

Nos testes de recuperacao do analito, trés concentragdes diferentes de
dipirona foram adicionadas a trés amostras de formulagdes farmacéuticas e os
resultados comparados com aqueles obtidos com as amostras ndo adicionadas do
padrao. Os valores percentuais de recuperacdao variaram entre 97,0 e 104 %,
sugerindo auséncia de interferéncia significativa da matriz na determinagdo de

dipirona nessas amostras, empregando os procedimentos propostos.

4.5.4. Estudo da Repetibilidade dos Sinais Analiticos e Frequéncia de
Amostragem

Estudou-se a repetibilidade do procedimento desenvolvido
empregando o microssistema acoplado ao sistema FIA (Figura 4.40) nas
concentracdes de 5,0 x 10™ e 2,0 x 10 mol L™, obtendo-se desvios padrio relativos

menores que 0,5%.

Absorbancia
__D

Il \,

4 min
FIGURA 4.40. Estudo da repetibilidade dos sinais analiticos empregando o
microssistema analitico para solugdes de referéncia de dipirona nas concentracdes
de (1) 5,0 x 10 e (2) 2,0 x 10° mol L. As condigdes do sistema FIA empregado
para a realiza¢do desse estudo sao apresentadas no item 3.7.

0,0
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Empregando o sistema FIA com zonas coalescentes, obteve-se
desvios padrdes relativos menores que 0,8% no estudo da repetibilidade dos sinais

analiticos para concentragdes de dipirona 1,0 x 10 e 3,0 x 10™ mol L™ (Figura 4.41)
2

0,200 Abs

_ ﬂw

5 min

I

FIGURA 4.41. Estudo da repetibilidade dos sinais analiticos empregando o sistema
FIA com zonas coalescentes para solugcdes de referéncia de dipirona nas
concentracdes de (1) 1,0 x 10* e (2) 3,0 x 10™ mol L™. A seta indica a diregdo em
que os sinais transientes foram obtidos. As condi¢cbes do sistema FIA empregado
para a realizacdo desse estudo sao apresentadas no item 3.6.3.

A frequéncia de amostragem para a determinacdo de dipirona
empregando o microssistema acoplado ao sistema FIA e o sistema FIA com zonas

coalescentes foram de 150 e 70 h'1, respectivamente.

4 .5.5. Curva Analitica

Para o sistema FIA no qual foi acoplado o microssistema, a curva
analitica foi linear no intervalo de concentragdo de dipirona entre 1,0 x 10* e
3,5 x 10° mol L™ (A = 0,00907 + 91,69 C; r = 0,999 onde A é a absorbancia e C a
concentracdo de dipirona em mol L") e para o sistema FIA com zonas coalescentes
a curva de calibracdo foi linear na regido de concentragdo de 1,0 x 10° a
8,0 x 10 mol L™ (A =0,01068 + 904,23 C; r = 0,999 onde A ¢ a absorbancia e C a
concentracdo de dipirona em mol L™). Os limites de deteccdo (trés vezes o desvio
padrdao do branco/inclinagdo da curva analitica) obtidos para o sistema FIA
empregando o microssistema e o sistema FIA com zonas coalescentes foram de

5,0 x 10° mol L' e 2,3 x 10° mol L, respectivamente.
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As Figuras 4.42 e 4.43 apresentam as curvas analiticas obtidas
empregando o microssistema analitico construido com LTCC acoplado ao sistema

FIA e o sistema FIA com zonas coalescentes, respectivamente.
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[dipirona] / 10™* mol L™

FIGURA 4.42. Curva analitica para a determinacéo de dipirona utilizando o sistema
FIA empregando o microssistema analitico construido com LTCC.
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FIGURA 4.43. Curva analitica para a determinagéo de dipirona utilizando o sistema
FIA com zonas coalescentes.

Os procedimentos desenvolvidos foram aplicados na determinacéo de
dipirona em formulag¢des farmacéuticas. Os sinais transientes obtidos em triplicatas
das solucdes de referéncia de dipirona e triplicatas das solugdes das amostras estao
apresentados nas Figuras 4.44 (empregando o microssistema) e 4.45 (empregando

o sistema FIA com zonas coalescentes).
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FIGURA 4.44. Sinais transientes obtidos (empregando o microssistema) em
triplicatas das solugbes de referéncia de dipirona nas concentragbes de
(1) 1,0 x 10, (2) 3,0 x 10, (3) 5,0 x 10, (4) 8,0 x 10, (5) 1,0 x 102, (6) 2,0 x 10°°
e (7)3,5x 10° mol L' e das seis amostras A, B, C,D,Ee F seguidos das solucdes

de referéncia novamente em concentragcdes decrescentes.
7
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FIGURA 4.45. Sinais transientes obtidos empregando o sistema FIA com zonas
coalescentes em ftriplicatas das solugcbes de referéncia de dipirona nas
concentracdes de (1) 1,0 x 10°, (2) 3,0 x 10>, (3) 5,0 x 10°, (4) 8,0 x 107,
(5) 1,0 x 10, (6) 3,0 x 10 (7) 5,0 x 10* e (8) 8,0 x 10” mol L™" e das oito amostras
A, B, C, D, E, F, G e H seguidos das solugbes de referéncia novamente em
concentragdes decrescentes.
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4.5.6. Aplicagdes

O método proposto foi aplicado na determinacdo de dipirona em
formulagbées farmacéuticas e os resultados obtidos foram comparados com os
resultados obtidos utilizando o método descrito na Farmacopéia Brasileira'®® para a
quantificacdo dipirona. O teste-t pareado foi aplicado aos resultados obtidos
empregando ambos os métodos, resultando em um valor de t calculado de 0,510,
menor que o valor de t tabelado (2,571) para os resultados obtidos empregando o
microssistema e os resultados obtidos empregando o sistema com zonas
coalescentes o valor de t calculado foi de 0,468, menor que o valor de t tabelado
(2,365), indicando que os procedimentos propostos possuem boa exatidao, uma vez
que nao foram observadas diferengas significativas entre os resultados obtidos, a
um nivel de confianga de 95%. Os resultados obtidos empregando o microssistema
acoplado ao sistema FIA e o sistema FIA com zonas coalescentes sdo mostrados

nas Tabelas 4.17 e 4.18, respectivamente.

TABELA 4.17. Determinagdo de dipirona em formulagdes farmacéuticas
empregando o microssistema acoplado ao sistema FIA e o método oficial'®®.

Dipirona Erro relativo/%
Amostras Rotulado Método Procedimento Er, Ery
Oficial Proposto

A 500 503,2 + 0,6 520,2 + 0,4 3,9 3,3

B 500 489,2 + 0,4 481,1+0,3 -3,9 1,7

C 500 494,6 + 0,4 501,5 + 0,4 0,3 1,4

D 500 509,1 + 0,3 504,6 + 0,3 0,9 -0,9

E 500" 504,3 + 0,4 510,2 + 0,7 2,0 1,2

F 500" 510,5+ 0,1 514,2 + 0,4 2,8 0,7

n=3

Er; = erro relativo entre o procedimento proposto e o valor rotulado
Er, = erro relativo entre o procedimento proposto e o método oficial

*mg mL”
** mg comprimido
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TABELA 4.18. Determinacdao de dipirona em formulagbes farmacéuticas
empregando-se o sistema FIA com zonas coalescentes e o método oficial'®.

Dipirona Erro relativo/%
Amostras Rotulado Método Procedimento Er, Ery
Oficial Proposto
A 500 516,3 + 0,6 520,2 + 0,4 3,9 0,8
B 500 4835+0,5 4850 +0,3 -3,1 0,3
C 500 489,6 + 0,4 490,2 + 0,4 2,0 0,1
D 500 507,7 + 0,5 520,6 + 0,3 4,0 2,5
E 500" 491,3+ 0,4 483,6 +0,5 -3,4 -1,6
F 500" 478,7+ 0,1 480,8 + 0,4 -4,0 0,4
G 50° 48,65+ 0,3 48,45 + 0.4 -3,2 -0,4
H 300" 303,5+0,3 312,0+0,1 3,9 2,7

n=3
Er; = erro relativo entre o procedimento proposto e o valor rotulado
Er, = erro relativo entre o procedimento proposto e o método oficial
* ‘1

mg mL
**mg comprimido'1

O procedimento empregando o microssistema analitico construido com
LTCC apresentou uma maior frequéncia de amostragem em relacdo aos

97.99,102,104 o esmo com um caminho

procedimentos em fluxo relatados na literatura
optico reduzido, um melhor limite de deteccdo em relagdo a alguns artigos

previamente publicados®®'%? dedicados para a determinagao de dipirona foi obtido.
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CAPITULO 5 — CONCLUSOES

5.1. Consideracdes Finais

Os estudos realizados neste trabalho evidenciaram a viabilidade do uso
de sistemas de analise por injecdo em fluxo para a determinagdo de N-acetilcisteina,
captopril, dipirona e cloridrato de fluoxetina em formulacdes farmacéuticas.

Todos o0s procedimentos propostos apresentaram resultados
satisfatorios quando comparados com um método oficial ou com métodos descritos
na literatura, e sendo necessario pouco o pré-tratamento das amostras comerciais
analisadas.

O tempo de vida, a facilidade de preparagao e substituicido dos
reatores € o baixo consumo de reagente justificaram o emprego de RFS nos
sistemas em fluxo desenvolvidos.

O sistema FIA com geragdo de azul da Prussia em linha mostrou ser
aplicavel nas determinagdes de N-acetilcisteina e captopril e também foi estendido
para a determinacdo de paracetamol, tornando-se entdo de fato um sistema
polivalente, e que pode ser empregado em laboratérios com demanda de amostras
diversificadas.

O sistema turbidimétrico para a determinacao de fluoxetina é o sistema
FIA mais simples quando comparado com os sistemas propostos na literatura para a
determinacao desse farmaco em amostras comerciais.

O emprego de p-TAS construidos com LTCC para a determinagéo de
dipirona, serviu como uma poderosa ferramenta para o0 monitoramento desse analito
devido a alta frequéncia de amostragem e a portabilidade, além de ser uma
tecnologia inovadora, ja que nao existe nenhum trabalho na literatura para
determinagdo de analitos de interesse farmacéutico empregando LTCC. Ademais,
atualmente s&o poucas as universidades brasileiras que vem desenvolvendo
sistemas miniaturizados para fins analiticos e somente um grupo da USP tem duas
publicagbes empregando LTCC e até o momento existem somente quatro
publicacbes para a determinacédo de analitos diversos utilizando LTCC descritos na
literatura.

O uso de um LED juntamente com o sistema miniaturizado, foi uma
alternativa aos monocromadores, pois o LED é o meio mais eficiente de producéo de

luz praticamente monocromatica, sdo de baixo custo, além de possuir grande
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estabilidade e serem de pequeno porte, o que facilitou o acoplamento destes no
microssistema.
A Tabela 5.1 apresenta uma sinopse das figuras de mérito obtidas nos

sistemas em fluxo desenvolvidos nesse trabalho de doutorado.

TABELA 5.1. Sinopse das figuras de mérito obtidas nos procedimentos em fluxo

propostos.
linearidade /mol L' LD/molL" freq. amost./h™
N-acetilcisteina / 3,0x10°a1,5%x10*  8,0x10° 60
RFS
captopril / RFS 1,0x10°a5,0x10*  8,0x10° 70
N-acetilcisteina/ 3,0 x 10°a2,0x 10*  2,0x10° 60
A.P.
captopril / A.P. 50x10°a4,0x10*  3,9x10° 60
dipirona / FIAzonas 1,0x10°a8,0x10* 23 x10° 70

coalescentes

dipirona / LTCC 1,0x10%a3,5x%x10° 50x10° 150
cloridrato de 3,0x10°a5,0x 10 1,0x 107 60
fluoxetina

A.P. = Azul da Prussia
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Todos o0s residuos gerados durante os experimentos foram
armazenados, catalogados e enviados para a Unidade de Gestdo de Residuos da
UFSCar.
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CAPITULO 6 — ATIVIDADES FUTURAS

Durante e ap0s o desenvolvimento desse trabalho, surgiram algumas
idéias de novos sistemas de analise por injecdo em fluxo que podem ser
desenvolvidos.

A utilizacdo de resina poliuretana de origem vegetal para imobilizacao
de reagentes para a construcdo de RFS apresenta grandes vantagens em relacéao a
resina poliéster como: reducdo de riscos ao meio ambiente, reducdo de custo e
dependéncia tecnoldgica, € produzida no Brasil (Grupo de Quimica Analitica e
Tecnologia de Polimeros (GQATP) — USP — Séo Carlos) e resisténcia a alguns
solventes organicos. Cabe destacar que ainda nao existe nenhum trabalho publicado
utilizando resina poliuretana para construcado de RFS.

O acoplamento de RFS em sistema em fluxo para superar algumas
limitagbes dos microssistemas como a baixa sensibilidade que, no caso da detecc¢ao
espectrofotométrica, se deve ao caminho optico reduzido, pode ser explorado. Como
a andlise em fluxo é um processo caracterizado pela introducao e pré-tratamento de
amostras em linha, esse problema, por exemplo, poderia ser resolvido incluindo-se
um RFS no médulo de andlise do sistema FIA para a pré-concentracao dos analitos.

Uma ampla possibilidade de procedimentos analiticos pode ser
desenvolvida utilizando LTCC para a determinacdo de analitos diversos. Como
exemplo, a incorporacdo de pastas resistoras nos canais dos microssistemas
durante a sua construcdo, para que reacbes quimicas que necessitem ser
catalisadas por aquecimento possam ser implementadas.

O acoplamento do microssistema analitico construido com LTCC em
um espectrofotbmetro home-made e o uso de micro-bombas poderia transformar o
procedimento proposto para a determinacdo de dipirona em um sistema em fluxo
realmente miniaturizado, uma vez que, o sistema em fluxo proposto nesta tese é
hibrido, com uma parte miniaturizada (microssistema construido com LTCC) e outra
parte ndo miniaturizada como, por exemplo, a bomba peristaltica e o computador

acoplado para a aquisi¢cao dos sinais analiticos gerados.
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