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RESUMO

Os compostos antimuscarinicos sao drogas que atuam no sistema nervoso
parassimpatico sendo a atropina, escopolamina, eucatropina, homatropina e
metilbrometo de homatropina (MBH) as mais amplamente usadas. Uma vez que essas
drogas tém sido empregadas em diversas situagdes clinicas, tornou-se necessario o
desenvolvimento de procedimentos analiticos simples, rapidos e eficazes para o
monitoramento desses farmacos.

Nesta dissertacdo trés procedimentos foram descritos para determinacdao de
metilorometo de homatropina em formulagbes farmacéuticas, dois em fluxo com
deteccgao turbidimétrica e um com titulacdo condutimétrica.

No primeiro procedimento o metilbrometo de homatropina (C1sH21NO3.CH3Br)
reagiu com o acido silicotungstico (HsSi(W3010)s) formando um precipitado
([C16H21NO3.CH3]4[Si(W3010)4]s)) que foi monitorado em 410 nm. Foi utilizado 125 pL de
uma solugdo de &cido silicottingstico 1,0x10> mol L™ e um volume de amostra de
375uL, a uma vazdo de 2,0 mL min” e 3,9 mL min™' respectivamente, inseridos em um
transportador de HCI 0,05 mol L™, neste sistema também utilizou-se um reator de 50
cm. A curva analitica apresentou linearidade de 8,1 x 10° a2 22 x 10" mol L e a
equacao obtida foi A = - 0,17616 + 0,00662 [MBH], r= 0,996, onde A é a absorbancia e
[MBH] e a concentracdo molar de metilbrometo de homatropina. O limite de detecgcao
(trés vezes o desvio padrao do branco/inclinagdo da curva analitica) foi de 5,0 x 107

mol L' e um desvio padrao relativo (RSD) para solugdes de metilbrometo de

homatropina com concentragées iguais a 1,08 x 10% e 1,62 x 10™ mol L. menor que
1,5 % (n= 10). Os indices de recuperagao variaram de 96,0 a 103,0 %. O método foi
empregado com sucesso na determinagcdo desse farmaco em dois produtos
farmacéuticos com umaeqiiéncia de amostragem de 70 h™.No segundo procedimento o
metilbrometo de homatropina (C1sH21NO3.CH3Br) reagiu com nitrato de prata (AgNO3)
formando um precipitado AgBr) que foi monitorado em 410 nm. Foi utilizado 25 pL de
solucdo de nitrato de prata 1,0x102 mol L' e um volume de amostra de 375uL, a uma
vazdo de 2,0 mL min” e 3,9 mL min” respectivamente, inseridos no transportador
(dgua). Nesse sistema utilizou-se um reator de 200 cm. A curva analitica apresentou
linearidade de 8,0 x 10*a 1,7 x 10> mol L™ e a equagao obtida foi A= - 0,978 + 1287,4
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[MBH], r= 0,998, onde A é a absorbancia e [MBH] &€ a concentracdo molar de
metilbrometo de homatropina. O limite de detecgédo (trés vezes o desvio padrdao do
brancol/inclinagdo da curva analitica) foi de 9,5 x 10° mol L' e um desvio padrao
relativo (RSD) para solugbes de metilbrometo de homatropina com concentragdes
iguais a 1,2 x 102 e 1,5 x 10° mol L menores que 2,0 % (n=10) foram obtidos. A
percentagem de recuperagéo variou de 94,9 a 104,0 %. O método foi empregado com
sucesso na determinagcdo desse farmaco em dois produtos farmacéuticos com
umaequiéncia de amostragem de 75 h™
No procedimento condutométrico 10 mL de amostra ou solugdo de metilbrometo
de homatropina (C1sH21NO3.CH3Br) foram tituladas com nitrato de prata (AgNOs)
1,0x10° mol L™, a 200 rpm e a 25°C. O limite de deteccgéo foi de 1,0 x 10 mol L™.

Os métodos propostos se mostraram concordantes com o método oficial de

analise.
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ABSTRACT

Antimuscarinic compounds are drugs, which play important role on the central
nervous system. The most widely used are atropine, escopolamine, homatropine and
homatropine methylbromide. These drugs are utilized in several clinical situations, and,
because of this, it is necessary to develop simple, fast and effective analytical
procedures for the dosage of these pharmaceuticals.

In this work, three procedures for the determination of homatropine
methylbromide in the pharmaceuticals were described: two with turbidimetric detection,
and one with condutometric detection.

In the first procedure, the homatropine methylbromide (C4H21NO3.CH3Br)
reacted with silicotungstic acid (H4Si(W3010)s) forming a  precipitated
([C16H21NO3.CH3]4[Si(W3010)4]s)), Which was measured at 410 nm. A volume of 125uL
of the 1.0x10™ mol L™ silicotungstic acid solution and a sample volume of 375uL were
introduced into a carrier at flow rates of 2.0 mL min™ and 3.9 mL min™' respectively and a
tubular coiled reactor of 50 cm was used. A solution of 0.05 mol L™ HCI was used to
carry the sample and reagent solutions. The analytical curve was linear in the
homatropine methylbromide concentration range from 8.1 x 10° to 2.2 x 10™ mol L (r=
0,996), with a detection limit of 5.0 x 10° mol L (3og /slope). Relative standard
deviations (RSD) of smaller than 1.5% were obtained for the homatropine
methylbromide solutions in the concentrations of 1.08 x 10 and 1.62 x 10™ mol L” (n=
10). Recoveries ranging from 96.0 to 103.0% were obtained. This method was applied in
the determination of this drug in the pharmaceuticals, with a sample throughput of 70 h
'In the other flow injection procedure, the homatropine methylbromide
(C16H21NO3.CH3Br) reacted with AgNOs; forming a precipitated AgBr) which was
measured at 410 nm. A volume of 25uL of the 1.0x10 mol L' AgNO; solution and a
sample volume of 375uL were introduced into a carrier at flow rates of 2.0 mL min™ and
3.9 mL min™" respectively and a tubular coiled reactor of 50 cm was used. The analytical
curve was linear in the homatropine methylbromide concentration range from 8.0 x 10“ a
1.7 x 10 mol L™ (r= 0,998), with a detection limit of 9.5 x mol L 10”° (355 /slope).
Relative standard deviations (RSD) smaller than 2.0% were obtained for 1.2 x 10 and
1.5 x 10 mol L homatropine methylbromide solutions (n=10). Recoveries ranging

from 94.9 a 104,0% were obtained. This method was applied in the determination of this
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drug in the pharmaceuticals, with a sample throughput of 75 h™. In the final
condutometric procedure, 10 mL of either the sample solution or the homatropine
methylbromide solution (C1gH21NO3.CH3Br) was titrated with 1.0x10 mol L™" AgNOs at
200 rpm and 25°C. The LD was 1.0x10™* mol L.



CAPITULO 1-INTRODUCAO

1.1-Alcaldides naturais

Durante milénios sdo empregados extratos de plantas solanaceas como
Duboisia, Atropa e Datura, muito ricas em alcalbides ativos. A rainha egipcia Cledpatra
empregava em seus olhos um extrato de Afropa que produzia midriase (dilatagdo ou
aumento do diametro da pupila). O nome de beladona (Atfropa belladonna) deriva do
suposto uso da preparacao desse extrato por mulheres italianas para dilatagao pupilar.
Na india, a raiz e as folhas da erva de Jinson eram queimadas e a fumaca inalada para
tratar asma. Os colonizadores britdnicos observaram esse ritual e introduziram
alcaldides de beladona na medicina ocidental no inicio do século XIX"2.

A atropina foi isolada pela primeira vez por Mein em 1831 e seus efeitos foram
estudados principalmente durante a segunda metade do século XIX'. Por muitos
séculos, os povos antigos utilizaram preparados de beladona (Afropa belladonna), para
diversos fins terapéuticos. Desta e de outros plantas isolaram-se, durante o século XIX,
alguns alcal6ides com atividade antimuscarinica (sdao drogas que antagonizam os
efeitos muscarinicos da acetilcolina), especialmente atropina e escopolamina. A
Atropina (dI-hiosciamina) é um alcaloide presente na Afropa belladonna e Datura
stramonium; quimicamente é um éster racémico da atropina e do acido trépico, sendo o
componente farmacologicamente ativo a forma “'. A escopolamina, alcal6ide extraido
da Hyocyannus niger, € o éster da escopina e acido trépico. A pequena diferenca
quimica entre ambas, um grupo epoxi (Figura 1.1), é suficiente para determinar
algumas diferengas em suas atividades, especialmente ao nivel SNC (sistema nervoso

central)?.
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Figura 1.1- Estruturas moleculares dos alcaldides naturais atropina e escopolamina?.

1.2-Derivados semi-sintéticos e sintéticos

A longa duragdo da agao da atropina estimulou os quimicos-farmacéuticos a
aplicarem o método de modificagdo molecular de forma a obter melhores agentes
anticolinérgicos através de um dos seguintes processos: (a) simplificagdo, disjungao ou
cisdo da molécula de atropina com a finalidade de descobrir a porcdo espasmoférica;
(b) insercao de grupos volumosos apolares, especialmente estruturas ciclicas, em
moléculas de agentes colinérgicos; (c) substituicdo bioisostérica em outros
anticolinérgicos. Essa estratégia sistematica enriqueceu o arsenal terapéutico com
dezenas de anticolinérgicos Uteis?.

Os farmacos antimuscarinicos semi-sintéticos ou sintéticos sado de estrutura
quimica diversa, quase todos sdo ésteres com grupo aromatico na molécula. Entre os
semi-sintéticos destacam-se o ipratrépio e o oxitropio derivados da atropina e da
escopolamina respectivamente, ambos derivados contendo nitrogénio quaternario.

A existéncia de um nitrogénio terciario ou quaternario condiciona diferengas
farmacocinéticas (item 1.3) na sua poténcia e também em sua ac&o ganglionar. Entre
os farmacos com nitrogénio terciario destacam-se a diciclomina, homatropina,
tropicamida, etc. Entre aqueles contendo nitrogénio quaternario, destacam-se o

metilbrometo de hematropina, pinaverio, butilescopamina, isopropamida entre outros?.
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A Tabela 1.1 apresenta as principais drogas antimuscarinicas comercializadas no

Brasil com os respectivos nomes quimico e comercial.

Tabela 1.1-Drogas antimuscarinicas'?

Nome quimico Nome comercial

Atropina Atrosedina, Lomotil e Vagostesil
Hioscina ou Escopolamina Buscopan, Doralgin e Tropinal
Hiosciamina Tropical

Ipratropio Atrovent

Oxitrépio Spiriva

Extrato de beladona Solvobil e Revulsan

Tintura de beladona Cynarobil, Dolentol e P de estraménio

Metilbrometo de homatropina  Novatropina, Espasmodid, Flagassbaby, Migrane,

Sedaléne, Tropinal

Isopropamida Descon AP
Propantelina Ansiline, Opossedin
Diciclomina Benttyl, Kolantyl
Ciclopentolato Cicloplégico
Tropicamida Midriacyl

1.3. Farmacocinética

Farmacos que bloqueiam a atividade resultante da acetilcolina sdao conhecidos
como anticolinérgicos, ou agentes bloqueadores colinérgicos. Eles podem atuar em
diferentes locais, tais como: (a) nas terminagdes pds-glanglionares do sistema nervoso
parassimpatico (sdo os chamados antimuscarinicos, ou seja, antagonizam os efeitos
muscarinicos da acetilcolina); (b) nas sinapses glanglionares do sistema nervoso
autbnomo, tanto simpatico quanto parassimpatico (trata-se dos ganglioplégicos) e (c)
nas jungdes neuromusculares do sistema nervoso voluntario, € o caso dos

bloqueadores neuromusculares’?.
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As drogas antimuscarinicas mais amplamente usadas sdo a atropina,

ciclopentolato, escopolamina, eucatropina, homatropina, metilborometo de homatropina e
tropicamida.

A Figura 1.2 apresenta as formulas estruturais da atropina, homatropina e

metilbrometo de homatropina’'=.

CH; CH, CH;
/ / H,C ®/
N N N Br

CH,OH OH OH

Figura 1.2- Férmulas estruturais da atropina (A), homatropina (B) e metilbrometo da
homatropina (C)">.

O interesse nas agdes das drogas antimuscarinicas sobre o estdmago e intestino
levou seu emprego como antiespasmodicos para disturbios gastrointestinais e no
tratamento da Ulcera péptica’.

A absorcdo da atropina ou da escopolamina no trato gastrointestinal é rapida
(tmax= 1h), uma vez que essas drogas possuem excelente absor¢ao na mucosa do
estomago e do intestino (Tabela 1.2)?. Essas duas drogas difundem muito bem em
todos os tecidos, atravessando as barreiras hematoencefalica, placentaria e podem
aparecer no leite. A atropina se une em média 50% com as proteinas do corpo, sua
vida média é de 2,5 h e ela é eliminada durante as primeiras 12 h. Os derivados
quaternarios da atropina sdo pobremente absorvidos depois de administracdo de uma

dose oralmente e penetram com dificuldade na barreira hematoencefalica®.



Tabela 1.2-Concentracdes plasmaticas de anticolinérgicos em seres humanos

Farmaco Doses(ug) [CP](ng/mL)’ [CP]max® (ng/mL)
Atropina 400 0,4 0,9 (8 min)
Ciclopentolato 300 + 300 3,3 8,3 (5 a 15 min)
Escopolamina 100 0,2 0,5 (8 min)
Metilbrometo de|NE NE NE

homatropina

1=concentracao plasmatica apés 1 h e 2= concentracdo maxima no tempo indicado;
NE= nao encontrado

1.4-Propriedades farmacolégicas dos antimuscarinicos "™

Atropina e escopolamina diferem quantitativamente em suas agdes
antimuscarinicas, particularmente em sua capacidade de afetar o SNC. A atropina
quase néo tem efeitos detectaveis sobre o SNC em doses clinicas. Em contraste, a
escopolamina tem efeitos centrais proeminentes em doses terapéuticas baixas. A base
desta diferenca parece estar que na escopolamina tem uma maior permeabilidade
sobre a barreira hematoencefalica. Assim, a atropina é usada preferencialmente para
muitos propositos em que se objetiva evitar efeitos centrais. Quando algum efeito
depressor central € desejado, como na medicacao pré-anestésica, a escopolamina é
administrada frequentemente. Por exemplo, na obstetricia, a escopolamina € indicada

por seus efeitos sedativos e amnésicos.
1.4.1. Agao sobre o Sistema Nervoso Central (SNC)

A atropina em doses terapéuticas (0,5 a 1,0 mg) sé causa discreta excitagcao
vagal decorrente da estimulagao bulbar e de centros cerebrais mais altos. A frequéncia
e, ocasionalmente, a amplitude respiratéria aumenta, mas esse efeito provavelmente
decorre de dilatagdo bronquiolar com subsequente aumento no “espago morto”
fisiolégico. Com doses toxicas de atropina, a excitacdo central se acentua levando a
inquietagao, irritabilidade, desorientacdo, alucinacdo ou delirio. Com doses ainda
maiores, a estimulagdo € seguida de depressao, levando a colapso circulatério e

insuficiéncia respiratéria apds um periodo de paralisia e coma.
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A escopolamina em doses terapéuticas normalmente causa sonoléncia, amnésia,
fadiga e euforia em algumas pessoas. Os efeitos depressores sao algumas vezes
desejados quando a escopolamina é usada em associagdo com agentes anestésicos e
como medicagao pré-anestésica. Contudo na presencga de dor importante, as mesmas
doses de escopolamina ocasionalmente geram excitag&o, inquietagdo, alucinagéo ou
delirio. Estes efeitos excitatorios, que se assemelham aos de doses toxicas de atropina,

ocorrem regularmente apés doses altas de escopolamina.

1.4.2. Agao sobre os olhos

Considerando que o corpo ciliar esta composto por um epitélio que secreta o
humor (qualquer liquido contido em um corpo organizado) aquoso pelo musculo ciliar
que controla a acomodacédo, regulando a convexidade do cristalino, que permite a
focalizagdo dos objetos. As variagdes do estado contratil do musculo do esfincter da
iris, que por sua vez, dara origem a miosi e a midriase.

As drogas atropinicas bloqueiam as respostas da estimulagdo colinérgica do
esfincter muscular da iris e do musculo ciliar, dilatando a pupila (midriase) e paralisando
a acomodacao (cicloplegia), com o surgimento de fotofobia e visdo embacgada.

Estes efeitos podem ocorrer por administracado local ou sistémica; todavia, doses
convencionais de atropina (0,6 mg) tém pouco efeito ocular. A administragcdo de
escopolamina em doses similar causa midriase e cicloplegia.

A aplicacao local de atropina produz efeitos que duram de 7 a 10 dias. Isto faz
que seu uso oftalmoldgico seja pouco pratico. Todavia, se usa em criangas com
esotropia de acomodacgao e para romper aderéncias (sinequia - aderéncia entre partes
vizinhas, especialmente a da iris com a cornea ou o cristalino) entre a iris e o cristalino,
mediante sucessivas miosi (pilocarpina) e midriase. A escopolamina induz efeitos
menos duradouros, de 3 a 7 dias. Ambos alcaldides (como também antidepressivos
triciclicos, antisicoticos e antihistaminicos H4), podem causar incrementos perigosos da
pressao intraocular em pacientes com glaucoma de angulo estreito ou fechado, ou com
predisposicdo anatébmica a este. Nao ha contra-indicagdo para pacientes com glaucoma
de angulo aberto.
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E freqiiente que o tratamento do glaucoma se utilizem, entre outros farmacos,
colinérgicos que podem produzir efeitos indesejaveis e inclusive téxicos. O espasmo do
corpo ciliar € um efeito colinérgico muscarinico que pode conduzir a miopia induzida.
Podem ocorrer cefaléias por contracao da iris e do corpo ciliar. Em ambos os casos, os
efeitos muscarinicos sao revertidos pelo ciclopentolato, ou atropina se deseja um efeito
mais prolongado.

Na inflamacédo da uvea (camada pigmentada da iris), ou uveite (inflamacgéo da
uvea), que dependem grandemente do espasmo do corpo ciliar, pode ser tratada
também com ciclopentolato. O sulfato de atropina 1% m/v é util na corre¢do do
estrabismo ambliéptico ao induzir cicloplegia no olho com visédo reduzida.

Para propositos diagndsticos no exame clinico de fundo de olho e alguns
procedimentos cirurgicos, € desejavel aumentar o maximo possivel o diametro da pupila
para inspecionar visualmente o cristalino e a retina. Os farmacos geralmente usados
nestas manobras s&o a atropina, escopolamina, homatropina, ciclopentolato e

tropicamida, sozinhos ou em combina¢cdo com agonistas a—adrenérgicos.

1.4.3. Agoes cardiacas

Os efeitos cardiovasculares das drogas antimuscarinicas tém aplicagao clinica
limitada. Em geral, esses agentes sdo usados nas unidades coronarianas para
intervencdes em curto prazo. A atropina € um antidoto especifico para o colapso
cardiovascular que pode resultar da administragdo nao-racional de um éster da colina
ou de um inibidor da colinesterease.

O efeito principal da atropina no coracao é a alteracdo da frequéncia cardiaca.
Ainda que a resposta dominante é a taquicardia, a frequéncia cardiaca muitas vezes cai
transitoriamente com doses clinicas intermediarias (0,4 a 0,6 mg).

Os dados sugerem que esta diminuicdo leve da frequéncia se produz por
bloqueio dos receptores M{ dos neurbnios parassimpaticos pos-ganglionares, cuja
funcéo é inibir a liberacao de acetilcolina; o bloqueio M4 desinibira esta liberacao.

Doses maiores de atropina causam uma taquicardia. A freqléncia cardiaca de
uma pessoa jovem ao qual se aplicam 2 mg de atropina intramuscular, aumenta entre

35 e 40 batimentos por minuto. Na crianga e nos idosos, tem uma maior e menor
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resposta vagal respectivamente, as respostas cardiacas a iguais doses de atropina que
no adulto sio diferentes.

Com baixas doses de escopolamina (0,1 a 0,2 mg) a lentidao cardiaca é maior
com atropina. Com doses maiores, se observa inicialmente uma cardio aceleragado, mas
tem pouca duracdo e antes de 30 minutos a frequéncia volta ao valor normal, ou

melhor, se observa bradicardia.

1.4.4. Agao sobre o sistema circulatério

Quando é administrada apenas atropina no paciente, ndo ha efeito significativo
nem constante sobre a pressao arterial. Isto se explica porque s&o escassos os efeitos
vasculares que possuem inervagao parassimpatico. As doses altas podem produzir
dilatagdo dos vasos sanguineos cutaneos, originando rubor e calor através de

mecanismos ainda nao elucidados.

1.4.5. Agao sobre o trato gastrintestinal

Inibem a secrecdo salival e ressecam a boca (serostomia), dificultando a
degluticdo e a fala. Sdo utilizados como agentes antiespasmadicos e para o tratamento
da ulcera péptica. Afetam o tono (estado normal de resisténcia e elasticidade de um
tecido ou 6rgéao) e a motilidade. Também inibem a secrecdo gastrica, mas no caso da
atropina, em concentragdes que induzem efeitos indesejaveis sobre outros sistemas.
Os efeitos sdo maiores sobre o intestino delgado que sobre o estdmago. Para evitar os
efeitos indesejaveis da atropina, foi sintetizado farmaco de maior especificidade.

Um farmaco mais recentemente desenvolvido, a pirenzepina, pode reduzir o
volume gastrico e a secregdo de pepsina em doses que produzem efeitos adversos
minimos, sendo o0 mais comum o ressecamento da boca. A pirenzepina € mais efetiva

no tratamento de ulceras que a atropina.



1.4.6. Acao sobre o trato respiratoério

A atropina e outros alcaldides da beladona e substitutos reduzem a secregao
tanto no trato respiratorio superior quanto no inferior. Esse efeito na nasofaringe pode
oferecer algum grau de alivio sintomatico na rinite aguda associada com a coriza e
febre do feno, mas este tratamento nZo afeta a histéria natural desta afeccdo. E
provavel que a contribuicdo dos anti-histaminicos empregados em associagdes
antigripais se deva basicamente as suas propriedades antimuscarinicas, exceto nos
quadros com base alérgica.

Os alcaldides da beladona podem induzir dilatacdo brénquica e outrora eram

usados rotineiramente como remédios para a asma bronquica.

1.4.7. Agao sobre o trato urinario

Atropina em doses de 1,2 mg dilata os calices e bexiga. Exerce menos efeito
sobre os ureteres. Sua agao provoca o relaxamento da bexiga e facilita a concentragao
do esfincter externo, favorecendo a retencao urinaria. Este efeito resulta em prejuizo no

caso de hipertrofia prostatica ou de retencao urinaria prévia.

1.4.8. Trato biliar

A atropina exerce uma acao antiespasmaodica sobre a vesicula e dutos biliares.

Contudo, este efeito é suficiente para suplantar ou evitar as cdlicas biliares.

1.4.9. Utero

A atropina e a escopolamina nao tem efeitos significativos sobre o utero humano.
O musculo uterino € inervado por fibras parassimpaticas, mas o efeito de impulsos

colinérgicos sobre a contragéo uterina é variavel.
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1.4.10. Glandulas sudoriparas e temperatura

Baixas doses de atropina ou escopolamina inibem a atividade das glandulas
sudoriparas pelo qual a pele se seca e aquece. Nas criangas, doses moderadas de
alcaldides de Atropa belladonna podem induzir uma “febre atropinica”, na qual a
temperatura pode chegar até 43°C ou mais.

1.5. Indicagbes terapéuticas'™

1.5.1. Uso pré-operatoério

Preparacédo do paciente durante a pré-medicacao anestésica pela reducao das
secregcoes aéreas e salivacdo excessiva. Ademais, evita-se o laringoespasmo, a
bradicardia reflexa em criancas durante a cirurgia.

1.5.2. Profilaxia da cinetésis (enjoos)

A escopolamina transdermal de liberagdo lenta (3 dias) é tado eficaz como o
dimenhidrato oral e € menos sedante; contudo, os pacientes podem apresentar visao
distante e embacgada.

1.5.3. Parkinsonismo

Os anticolinérgicos atuam a nivel central e se utilizam como complemento da
levodopa. Melhoram o tremor e a rigidez muscular, diminuindo ademais a caracteristica
sialorréia (aumento moérbido da secregao salivar).

1.5.4. Usos oftalmoldégicos

Os antimuscarinicos tém indicagdo para seu uso na exploragado do cristalino,

fundo do olho, iriti (inflamagdo da membrana iris) aguda, iridociclitis (processo
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inflamatério da iris e do corpo ciliar), na queratitis, coroiditis € no pds-operatério de

cataratas, além do destacado anteriormente.

1.5.5. Agao gastrintestinal

Essas drogas sao administradas para controlarem irritagdo do colon, controlar a
diarréia e a disenteria leve, em diarréias por diverticulitis, processos infecciosos e

medicamentosos.

1.5.6. Uso cardiaco

A atropina se administra apds infarto do miocardio quando a frequéncia diminui
para frequéncias menores ou iguais a 60 batimentos/minuto e a bradicardia se associa

a hipertensao ou arritmia.

1.5.7. Antiasmatico

Para certos tipos de asma se utiliza por sua acao topica o brometo de ipratrépio.
Os antimuscarinicos tém um melhor resultado no tratamento das enfermidades
obstrutivas pulmonares cronicas.

A Figura 1.3 apresenta um esquema da estimulacdo ou bloqueio do sistema
nervoso parassimpatico®. Como apresentado, esse sistema nervoso regula os
processos relacionados com a absorgdo (alimentagdo, digestdo e absorgédo) e
armazenamento de energia. Estes fenbmenos ocorrem durante o repouso corporal, de
forma que sao suficientes volume respiratorio minimo (os brénquios sdo contraidos) e
baixa atividade cardiaca. As secregdes salivares e intestinais servem para a digestao
dos alimentos, o transporte do conteudo intestinal acelera-se devido ao aumento do
peristaltismo e a diminuicdo do tbnus dos musculos esfincterianos. Para o
esvaziamento (micgdo), pode ser aumentado o ténus da parede da bexiga e diminuido
o ténus do esfincter vesical. A estimulacédo das fibras nervosas do parassimpatico leva
a contracdo da pupila e ao aumento da convexidade do cristalino, de forma que os

objetos mais préximos sdo melhor focalizados (acomodacéo).
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A estimulacdo do parassimpatico provoca nas sinapses, entre a fibra pos-
ganglionar (o 2° neurdnio) e as ceélulas efetoras, a liberagdo da acetilcolina. Os efeitos
estdo reunidos no circuito em azul. Com a utilizagdo dos parassimpaticomiméticos séo
obtidos alguns efeitos terapéuticos uteis. Farmacos que atuam de forma antagonista no
receptor muscarinico da ACh sao denominados de parassimpaticoliticos (p. ex., o
alcaldide atropina: efeitos assinalados em vermelho no quadro). Seu efeito terapéutico
é dificultado pela escassa seletividade. As possibilidades para uma agao mais seletiva
compreendem:

- uso local;

- escolha de farmacos com maior permeabilidade através da membrana;

- administracao de farmacos com seletividade por subtipos de receptores .

Os parassimpaticoliticos podem ser empregados terapeuticamente para inibir as
secregdes glandulares, relaxar a musculatura lisa, acelerar a atividade cardiaca e inibir

o sistema nervoso central, como pode ser observado na Figura 3.



Hia EIEILLTY Uk 2 5L TR Gdik DU DL UE#E OO0 P35S s MipaTon

Mitrona Befadna

_f—

M.

Alrmpina

"4 Aretilening

Rereptor muscarinico da acetilcelina

‘il | s
B Camais de :i
. Sellermm ) i e
Tilradny  Atlvagio do @M> b @ —_
L . - a- ih el £ty ot
3 midsceta ciliar %w}_ Secrecst sallvee )
.:% -] S Il
g |
L Y Ix\-. M'
I - | 7 Producio de
Fupila contraida & Acide gast oo
liupiz dilatzda LY
i " = T, -
K % ] SR Prroduciin de su-
2 Y ©n pancrestiog P
R L. & : |
Senshilidate i luz T i R ajll*-:r*jtaIl:|5n1-:- E‘k
Visia pramimz imposshel g:‘s& l $Ilrl':&'.l:l-mul E
l\.\',-.' ) b T
Inikicdu Lo drenagem g A Téinws vesical
da b aguosn )
TR ol &
L Freqiémcia ‘“‘f,;fhm af:_«g,?i" s
Tramsrmissig #d b % Intranouiidade (_a—-\\‘_
i
f 1,{ Furitagas e ,-‘:
N .'. g il T
LI . B Alucinaches b ‘“-Ill'
| :_ “3- I Freqiénciz g e L -\H !
1- U225 Wansmisszo av g Acda anti-Farkinson ] a
EfRibo artemétios

Aurienta da pa fusdo sangilinea
Dara prorrereer percda des calar

T

Paite ce caler por
Evapnrin

Serreriz brangual
Brancaconstricio

ao biinguica
Broncadilatacis

}Elrnlrulcan da secre-

1
Herostamia ||
Rizdugis ca soone-
caogéstrica |.:-'~—-

|
Keducia dasecre- oy
cAnpancredica | W F

Lerminuicas do pe- 5
ristaltisme intestinal

k]
Liminuicdo da - B
g da beaiga

Prosdugdo de suo

13

Figura 1.3 -Esquema da estimulagdo ou bloqueio do sistema nervoso parassimpatico®.
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1.6-Toxicologia®’

Como discutido, a homatropina € um composto semi-sintético derivado da
atropina, no qual é adicionado um segundo radical metila, originando o metilorometo de
homatropina. E dez vezes menos potente do que a atropina na acdo muscarinica e
quatro vezes mais potente como agente de bloqueio ganglionar. Pode ter um melhor
uso terapéutico do que a atropina pois apresenta menos efeitos téxicos sobre o sistema
nervoso central (SNC), mesmo com doses maiores, pois tem minima capacidade de
atravessar a barreira hematoencefalica. E utilizada, freqiientemente, em distarbios
gastrointestinais como antiespasmadico, agindo diretamente sobre o musculo liso. A
dose para adultos, por via oral, € 12 a 16 mg/kg dia e na crianga € 0,1 mg/kg dia. Pode
determinar como efeitos adversos: rubor facial, constipacdo, retencido urinaria,
diminuicdo da sudorese e da secrec¢ao lacrimal, secura na boca, irritabilidade, dilatacao
pupilar, entre outros sintomas dependentes da ac¢ao anticolinérgica.

Rengstorff & Doughty® relataram as possiveis complicagdes neuroldgicas
determinadas pelo uso oftalmolégico de cicloplégicos e midriaticos (incluindo a
homatropina). A sintomatologia inclui desde cefaléia, tremor, fraqueza e sonoléncia, até
confusao, alucinacao, disartria (dificuldade na articulagdo das palavras, resultante de
perturbacdo nos centros nervosos), ataxia (falta de coordenagdo dos membros do
corpo), crises epilépticas, coma e morte. Tune et al’ chamam a atencdo dos
oftalmologistas para a possibilidade de ocorrerem manifestagbes de intoxicagdo do
SNC, determinando quadro de delirio prolongado, alucinagdes, disartria e mania, com o

uso tépico ocular de homatropina, mesmo em concentragdées a 5 % m/v.
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CAPITULO 2- FUNDAMENTOS TEORICOS

2.1-Condutometria®

A condutometria ou analise condutimétrica se baseia em medigdes de
condutancia elétrica das solugdes ibnicas. Essa condutancia resulta da soma da
contribui¢cdo individual de cada ion presente na solugéo, assim ela depende do numero
ou concentragdo dos ions presentes na solugdo, bem como das cargas e mobilidades
dos ions. Como a condutancia elétrica de uma solugcdo é a soma das condutancias
individuais dos anions e cations em solugdo, essa técnica nao € seletiva. A
Condutometria abrange duas técnicas analiticas: a condutometria direta e a titulagéo
condutométrica (método indireto). Nessa dissertagdo de mestrado foi empregada
titulacdo condutométrica do metilbrometo de homatropina empregando-se acido
silicotungstico, quando se titulou o cation desse farmaco ou nitrato de prata, quando se

titulou o anion brometo do farmaco.

2.2. Analise por injegdao em fluxo

A analise quimica por injecao em fluxo continuo (FIA) pode ser definida como um
processo de automatizacao de procedimentos analiticos, onde é introduzido um volume
discreto e reprodutivel da amostra em um fluxo transportador ndo segmentado, que
continuamente flui em dire¢cado ao detector. Durante o transporte, a amostra se dispersa
e pode receber reagentes por confluéncia, sofrer reagdes quimicas e passar por etapas
de separagao e/ou concentragcdo, gerando uma “zona de amostra” de um produto
adequado para a quantificagdo. Ao atingir o detector, a zona de amostra origina um
sinal transiente resultante do gradiente de concentracdo gerado durante o transporte na
solugao transportadora em fluxo continuo®°.

O termo “Flow Injection Analysis” foi introduzido na literatura através do trabalho
pioneiro desenvolvido por Ruzicka & Hansen em 1975, este deve ser considerado como
o ponto de partida desta metodologia'".

No Brasil, os sistemas FIA comegaram a ser introduzidos mediante a

colaboragao cientifica entra a Agéncia Internacional de Energia Atdmica, de Viena e o
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Centro de Energia Nuclear na agricultura (CENA) da Universidade de S&o Paulo,
campus de Piracicaba, que permitiu a permanéncia de J. Ruzicka por um ano no CENA,
0 qual, em trabalho conjunto com os pesquisadores da Seg¢dao de Radioquimica e
Quimica Analitica, instalou o primeiro sistema FIA a ser utilizado para analises
rotineiras.

A partir de 1977 e especialmente nas duas décadas seguintes, ocorreu um
desenvolvimento muito rapido da metodologia FIA em muitos paises, com consequente
expansdao dos conceitos envolvidos, o que culminou com o aparecimento de
analisadores FIA comercialmente disponiveis''. Isto ocorreu devido as suas diversas
vantagens, como simplicidade na instrumentacdo, economia no consumo de
amostra/reagentes, eliminacdo de algumas possibilidades de contaminagéo, uso de
produtos e/ou reagentes instaveis, diminuigdo da manipulagao das amostras por parte
do analista, melhor precisdo e diminuicdo do custo operacional e aumento na
velocidade de processamento.

Os sistemas em fluxo (FIA) podem ser divididos em quatro partes: propulsao dos
fluidos, injecdo da amostra, reacao e deteccao.

Na maioria dos casos, a unidade de propulsdo € constituida por uma bomba
peristaltica, a qual deve possuir um torque suficiente para manter a vazdo constante,
mesmo que ocorram variagdes na impedancia hidrodindmica do sistema. Outras formas
de propulsdo incluem as bombas tipo seringa, de pistao, através de pressao por gases
e mesmo por gravidade. Sua fungdo € movimentar constante e uniformemente os
regentes, amostras e fluidos transportadores. No caso de se utilizar uma bomba
peristaltica € necessario uma escolha criteriosa dos tubos de propulsdo, estes, variam
de acordo com o tipo de solugdo empregada, sejam solventes (tubos de Viton®) ou
solucdes aquosas (tubos de Tygon®). A vazdo também varia de acordo com o didmetro
interno do tubo.

A injecao da amostra € feita através de um dispositivo, injetor, fundamental no
sistema FIA, é utilizado para introduzir um volume discreto e reprodutivel de uma
amostra em um fluxo de reagentes ou de um carregador adequado. Diversos tipos de
injetores s&o relatados na literatura, porém os mais comuns s&o os de valvula rotatoria
desenvolvido por Ruzicka & Hansen® e o injetor proporcional desenvolvido por
pesquisadores do CENA-USP'?,
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O dimensionamento do percurso analitico, onde ocorrem as reagdes quimicas
necessarias a deteccdo da espécie de interesse, deve levar em conta o tempo de
residéncia da amostra, e portanto, as vazdes do transportador e dos reagentes, que
estdo intimamente ligadas a freqiéncia de amostragem. O aumento do percurso
analitico implica na diminui¢cdo do sinal analitico, o que ocorre devido ao processo de
dispersdo. Em casos onde a cinética de reacédo ¢é lenta, o ganho de sinal ao passo que
a reagao ocorre pode ser maior que a perda por dispersao, o que justifica um percurso
analitico maior apesar da diminuicdo da frequéncia de amostragem. Outro aspecto
importante deve ser ressaltado em sistemas FIA com vazéo constante, € que o tempo
de residéncia € exatamente 0 mesmo para amostras e padrdes, podendo-se executar
as medidas sem que a reacao se complete. Isso facilita no caso de reagdes mais lentas,
onde o tempo necessario para que a reagao se complete seria um ponto negativo em
se considerar a diminuigdo da freqiéncia de amostragem.
Com relagado a unidade de detecgdo podem ser empregados praticamente todos
aqueles usuais em quimica analitica como os espectrofotdbmetros no UV-Vis,
espectrometros de absorgcdo atdmica, potencidmetros, condutivimetros, espectrémetro

de emissédo com plasma entre outros.

2.2.1-Métodos turbidimétricos em fluxo'>?®

Turbidimetria e nefelometria sdo métodos que se baseiam na determinagao de
um analito de interesse na forma de um composto insoluvel em suspensdo. Ambos os
métodos dependem do espalhamento elastico da luz quando um feixe de luz passa
através de uma solugao contendo o material particulado em suspensao.

Assim, nos meétodos turbidimétricos o decréscimo da intensidade de luz em
funcao da concentragcdo do material particulado em solucédo é determinado medindo-se
a radiacao transmitida em uma cela contendo a amostra com o detector posicionado na
mesma diregcdo da luz incidente (dngulo de 0°).

Por outro lado, nos métodos nefelométricos a luz espalhada é medida sendo
entdo o detector posicionado geralmente a um angulo de 90° em relagéo ao feixe de luz
incidente na cela contendo as particulas em suspensdo. A turbidimetria € o método

mais indicado quando se trabalha com concentragdes elevadas das particulas em
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suspensdo. Nesse caso, um simples espectrofotdbmetro podera ser empregado nessas
determinagdes. Quando a concentragdo das particulas em suspensdo € baixa
(suspensdes diluidas com concentragdes menores ou iguais a 100 mg L") emprega-se
a nefelometria. Em ambos os métodos para que se tenha uma boa repetibilidade dos
resultados, ha necessidade de se controlar rigorosamente a granulometria das
particulas, selecionando-se as concentragbes de analito e reagente, velocidade de
mistura dessas solugdes, concentracdo de outras espécies ou compostos quimicos
presentes (especialmente protetores de coldides como gelatina, goma-arabica,
dextrinas, glicdis, PVC, alcool polivinilico etc) e temperatura®.

O desenvolvimento de métodos turbidimétricos ou nefelométricos de analises
tém revelado que as dificuldades nesses tipos de sistemas estdo mais relacionadas a
manipulagcdo das solugcdes do que com o desempenho das medidas instrumentais.
Como discutido, qualquer variagdo na preparagao da solugao coloidal (particulas em
suspensao contendo o analito de interesse) pode resultar na falta de uniformidade no
tamanho das particulas formadas de uma determinagao para outra. Como a disperséao
da luz é dependente do tamanho das particulas, bem como da sua concentracao e
velocidade de formagdo, o desempenho do método analitico podera ser
comprometido™®. Esta falta de uniformidade no tamanho das particulas limitou bastante
o desenvolvimento de métodos turbidimétricos até a introducdo dos sistemas FIA

proposto por Ruzicka & Hansen' e por Stewart et al'®

, pois os sistemas FIA sé&o
considerados como poderosos manipuladores de solugoes.

O primeiro procedimento analitico envolvendo turbidimetria foi apresentado por
Wells, apud WEIMARN'" Esse procedimento apresentou diversos problemas devido &
complexidade do fendmeno e dificuldades inerentes aos sistemas manuais de analises.
Em 1957, Skeggs18 propés o primeiro método turbidimétrico automatizado. Neste
método, inseriu-se no sistema amostras contendo sulfato em fluxo segmentado com
bolhas de ar. Esta segmentacgéo era realizada pela entrada de bolhas de ar no sistema
as quais eram retiradas antes de atingirem a célula de fluxo.

Krug et al"®

adaptaram pioneiramente o método turbidimétrico em um sistema de
analise por injecdo em fluxo, determinando sulfato em aguas naturais e digeridos de
plantas, pela precipitacdo desse anion com ions bario. O método apresentou uma
linearidade em uma faixa de concentracdo de sulfato de 40 a 140 mg L' com uma

frequéncia de amostragem de 180 h™'. Entretanto, apds algumas determinacdes, a
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adsorcao do precipitado (BaSO4(s)) nas paredes das tubulagdes e da célula em fluxo,
levou a oscilagdes na linha de base e aumento no tempo de limpeza do sistema.
Posteriormente em um outro trabalho, Krug et a*®° modificaram o diagrama de fluxos e
as condicbes reacionais do sistema para contornar e/ou minimizar os problemas
anteriores. Neste sistema, a amostra foi injetada no fluido transportador a qual foi
misturada com uma solug¢ao de cloreto de bario para formar uma suspensao de sulfato
de bario. O método foi estendido para baixas concentragdées de sulfato, pela continua
adicao de sulfato no fluido carregador. O desempenho deste sistema foi melhorado pela
adicdo de uma solucdo alcalina contendo EDTA. O método FIA proposto apresentou
uma freqiiéncia de amostragem de 120 h”'com um desvio padréo relativo menor do que
1% para concentragdes de sulfato variando de 1 a 200 mg L.

Uma revisao dos métodos turbidimétricos em sistemas de analise por injegcdo em fluxo

foi feita por Brienza et al*’

. Neste trabalho, discutiu-se as potencialidades e limitagcbes
dos métodos turbidimétricos com énfase na taxa de nucleagcdo e aplicacbes dos
métodos desenvolvidos. Nesta revisao, pode ser observado que alguns procedimentos
turbidimétricos tém sido propostos para alguns ions (cations e anions) e compostos
organicos. A Tabela 2.1 apresenta alguns trabalhos discutidos nessa revisdo, como
também alguns procedimentos em fluxo com detecc&o turbidimétrica selecionados da
literatura. Ha diversos procedimentos em fluxo para determinacédo de sulfato descritos
na literatura, mas como mencionado nessa tabela, apresentar-se-ao alguns destes
trabalhos publicados.

Brienza et al*®

desenvolveram um método para determinacdo de sulfato em
digestos de plantas utilizando cloreto de chumbo como agente precipitante. Nesse
meétodo, uma suspensao de fosfato de chumbo foi adicionada em linha para melhorar
as condicdes de supersaturacao e crescimento dos cristais. O método apresentou uma
freqiéncia de amostragem de 400 h™'para concentracdes de sulfato variando de 5 a 25
mg L™, ndo sendo necessario a utilizacdo de protetores coloidais para a limpeza do
sistema e minimizagao de oscilagdes na linha de base.

Um método FIA baseado na formacédo de uma suspenséao de sulfato de chumbo

2. Com o

para determinacao de sulfato em aguas naturais foi proposto por Santelli ef a
intuito de melhorar a sensibilidade do método, utilizou-se como meio reacional uma

mistura de etanol-agua. Um limite de deteccdo de 0,3 mg L™ foi encontrado com uma
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freqiiéncia de amostragem de 35 h™' um intervalo de concentragéo de sulfato de 2 a 20
mg L.

Martinez-Calatayud et a** desenvolveram um método turbidimétrico em fluxo
para determinagao de clorohexidina utilizando como agente precipitante azul de timol. A
curva analitica foi linear em um intervalo de concentragao de clorohexidrina entre 10,5 a
65 mg L' com uma freqiiéncia de amostragem de 53 h™.

Tubino & Torres?®® desenvolveram um método turbidimétrico em fluxo para
determinagdo de potassio em agua mineral e solugdo de soro para re-hidratagcéo
utilizando-se como agente precipitante solugdo de tetrafenilborato de sédio e glicerol
como protetor coloidal. O método apresentou uma freqiiéncia de amostragem de 60 h™",
um desvio padrao relativo menor que 1% e uma linearidade para concentragdes de
potassiode 0 a8 mg L™

Um método turbidimétrico em FIA para determinacéo de amitripitilina foi proposto

por Martinez-Calatayud et a/*®

. O método baseia-se na precipitacdo da amitripitilina com
o roxo de bromocresol. Uma freqiiéncia de amostragem de 39 h™ foi obtida com uma
linearidade de 30 a 200 mg L™ e nesse procedimento ndo houve necessidade do uso de
protetores coloidais.

Nosso grupo de pesquisa ja possui alguma experiéncia em procedimentos de
analises por injecdo em fluxo com detecgdo turbidimétrica. Recentemente,
desenvolveu-se um procedimento FIA para determinagdo de tiamina (vitamina B4) em
complexos multivitaminicos?” e outro sistema para determinacdo de fosfato em

digeridos de plantas?.
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Tabela 2.1 — Principais métodos turbidimétricos por injecdo em fluxo descritos na

literatura

Analito Amostra Reagente(s) Linearidade FA(h") |Ref.
Ac. ascorbico Frutas e prod. farm. | HgCl, 3-120 mg/L - 29
Amitriptilina Prod. farm Pdrpura de bromocresol | 30-200 mg/L 39 26
Ambnio solo Nessler 0,5-8,0 mg/L - 21
Calcio Aguas Na,(C,0,)/glicerol - - 21
Carbono organico | Efluente industrial |Ba(OH), 20-800 mg C/L 120 30
Cloreto Aguas AgNO; 5-50 mmol/L - 23
Cloreto Aguas AgNO; - - 31
Clorohexidina Prod. farm. Verde de bromocresol 23-84 mg/L 60 32
Clorohexidina Prod. farm. Azul de timol 10,5-63,0 mg/L |53 24
Difenildramina Prod. farm. Azul de bromofenol 50-230 mg/L 51 33
Enxofre total Plantas Pb3(PO,), 2-20 mg/L 35 23
Fenformin Prod. farm. Na,WO, 120-222 mg/L 67 34
Fosfato Plantas Zn(I)/PVA 5-60 mgP/L 180 28
Levamisol Prod. farm. Hgls™ 7-32 mg/L 80 35
Nitrogénio total Vegetais Na[B¢ls/PVA 87-430 mg N- 70 36

NH," /L

Potéssio Vegetais Na[B¢ls/PVA 78-390 mg/L 70 36
Potassio Aguas Na[B¢]s/pH 9 2,0-20 mg/L 60 25
Prometazina Prod. Farm. Azul de Bromofenol 25-197 mg/L 32 37
Proteinas Meio de cultivo Anticorpos 0-1 mg/L 240 38
Proteinas Fermentacgao Anticorpos 1-1000 mg/L 450 39
Pululanase Meio de Cultivo Anticorpos 10-1000 U/L 240 40
Sulfato Plantas BaCl,/gelatina 0-0,66 mg/L 150 19
Sulfato Plantas BaCl,/PVA 5-200 mg/L 120 20
Sulfato Agua BaCl,/PVA 1-30 mg/L 120 41
Sulfato Agua de chuva BaCl, 0,10-2,0 mg/L 50 41
Sulfato Agua natural BaCl, etanol/agua 2,0-20 mg/L 35 23
Sulfato Agua natural BaCl,/PVA 10-120 mg/L 40 42
Sulfato Agua Natural Cloranilato de bario 0-40 mg/L 30 43
Sulfato Vinhos BaCl,/etanol 300-1500 mg/L |5 44
Tiamina Prod. Farm. Acido 5,0x10°-3,0x10™ | 90 27

Silicotungstico/PEG

mol/L
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2.3-Métodos para determinacao de homatropina

Ha diversos procedimentos analiticos para determinacdo de atropina*®® e seus

derivados*#9%983 descritos na literatura. Dentre estes, destacam-se a eletroforese

capilar®®*®, cromatografia liquida de alta eficiéncia®®®

57,58

, cromatografia gasosa®,

|60-62

potenciometria e espectrofotometria no UV®° e visive apos extragcédo do farmaco

em solvente organico apropriado® ou reagdo com reagente cromogénico®®®°.
Entretanto, poucos sdo os métodos descritos na literatura para a determinacdo de
metilbrometo de homatropina, a saber: cromatografia liquida de alto desempenho
(HPLC)®, cromatografia gas-liquido®®, espectrofotometria de absorgdo molecular
derivativa®, espectrofotometria de absor¢do molecular na regido do ultra-violeta®” e
|68

visivel™™ empregando algum reagente cromogénico e potenciometria empregando

eletrodo ion-seletivo de membrana liquida contendo como material ativo o par-iénico
([C16H21NO3.CH3]" [Bd4]) imobilizado em uma membrana de PVC®.

A Farmacopéia Americana (USP)° e a A.O.A.C"" recomendam um método
volumétrico utilizando-se solugdo de nitrato de cério(lV) e ambnio como titulante e
nitrofenantrolina como indicador. Esse procedimento €& extremamente moroso
envolvendo diversas etapas, incluindo uma de aquecimento até ebulicdo da solucéo
amostra-reagentes.

O procedimento da Farmacopéia Brasileira® recomenda um método
potenciométrico empregando-se como titulante nitrato de prata 0,1 mol L™, eletrodo
indicador de prata metalica e como referéncia um eletrodo de prata/cloreto de prata
com dupla juncdo. Nesse método potenciométrico, cada mL da solugdo do titulante
gasta na titulagcédo corresponde a 37,028 mg de metilborometo de homatropina.

Considerando esses procedimentos analiticos, objetiva-se desenvolver no
presente trabalho de dissertacdo procedimentos analiticos simples, rapidos e eficazes
para a determinagdo de metilbrometo de homatropina em medicamentos empregando-

se deteccao turbidimétrica e condutométrica.
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CAPITULO 3- PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Reagentes e solugoes

Todos os regentes empregados neste trabalho de dissertacédo foram de grau
analitico e as solugdes foram preparadas com agua destilada e tratada em um sistema
Milli-Q, modelo UV-Plus ultra-baixo teor de composto dissolvidos, Millipore (Redford,
MA, USA).

3.1.1 Solucgéao de HCI 0,05 mol L

A solucdo de HCI 0,05 mol L foi preparada pela diluigdo de 8,5 mL de HCI
concentrado (Merck) em agua desionizada para 2L, sendo padronizada com solugao de

hidréxido de sédio 0,05 mol L™ previamente padronizada.
3.1.2 Solugio estoque de metilbrometo de homatropina 500 mg L™

A solugdo estoque de metilbrometo de homatropina 500 mg L™ foi preparada
pela dissolugdo de 0,0215 g de metilbrometo de homatropina (Henrifarma) em balao
volumétrico de 25 mL com solugdo de HCI 0,05 mol L™ .

3.1.3 Solugio estoque de acido silicotingstico 1,0x10> mol L™

A solugéo de acido silicotungstico 1,0x107 mol L foi preparada pela dissolucao
de 0,07195 g deste acido (Sigma, USA) em bal&do volumétrico de 25 mL com solugéo de
HCI 0,05 mol L.

3.1.4 Solucgio estoque de nitrato de prata 1,0x10°mol L™

A solucdo de AgNOs 1,0x10™ mol L™ (Sigma, USA) foi preparada pela dissolugdo

de 0,0339 g deste reagente em baldo volumétrico de 200 mL com agua desionizada.
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3.1.5. Preparacao das amostras

As amostras foram preparadas pela dissolugcédo de 2,0 mL e 2,5 mL de amostras
A e B respectivamente em um baldo de 10 mL e completado o volume com HCI 0,05
mol L7 ou agua para os sistemas em fluxo empregando respectivamente como

reagente o acido silicotungstico ou nitrato de prata.

3.2 Instrumentacao

3.2.1 Medidas de massa

As medidas de massa foram realizadas utilizando-se balanga analitica

METTLER, modelo H10 com precisao de + 0,1 mg.

3.2.2. Medidas de pH

As medidas de pH foram feitas empregando-se pHmetro Orion (USA), modelo
EA 940, com precisao de 0,1 mV (0,01 unidade de pH).

3.2.3. Medidas condutométricas

Nas titulagcbes condutimétricas foi utilizado um condutivimetro da Micronal,
modelo B-330, uma célula de vidro de 50 mL com camisa para a circulagado de agua de
um banho termostatizado Tecnal (Piracicaba/SP), modelo TE-184 e célula de
condutividade Digimed (S&o Paulo/SP), modelo DMC 010 e constante de célula K igual
1cm™.

3.2.4. Espectrofotometro

Nos sistemas em fluxo desenvolvidos, as medidas de turbidez foram feitas
utilizando um espectrofotometro (Femto, Brasil) modelo 432, equipado com uma cela de
fluxo de 1,0 cmm de caminho 6tico, em 410 nm.
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As demais medidas espectrofotométricas foram feitas em um espectrofotémetro
com arranjo linear de diodos Hewlett Packard, modelo 8452A, empregando-se uma

cubeta de quartzo de 1,00 cm de caminho 6ptico acoplado a um microcomputador.

3.2.5. Bomba peristaltica

Para propulsdo das solu¢des de reagentes e amostras utilizou-se uma bomba

peristaltica de 12 canais (Ismatec, Zurich - Suica), modelo 7618-50.
3.2.6. Tubos e conexoes

Foram empregados tubos e conexdes de polietileno com didmetros internos de
0,8 mm para confecgdes das bobinas reacionais, alga de amostragem, alga de reagente
e percurso analitico. Tubos de propulsdo de Tygon® de diferentes diametros internos
foram também empregados.

3.2.7. Injetor comutador

As amostras, solu¢des padrao e reagentes foram inseridas no sistema de fluxo

com o auxilio de um injetor comutador manual construido em acrilico.

3.2.8. Registrador

Para registro dos sinais transientes utilizou-se um registrador x-t, de dois canais
Cole Parmer (Niles — IL, USA), modelo 1202.0000.
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3.3 Procedimentos Experimentais

3.3.1. Titulagao condutomeétrica

Nas titulagbes condutométricas volumes variados da solugédo de amostra (Vo)
foram titulados com solugdes de cada um dos titulantes (acido silicotungstico ou nitrato
de prata). Apos adi¢cao de cada volume do titulante, sob agitagéo constante de 200 rpm,
a condutancia era registrada ap6s 1 min. Em todas as determinagdes a condutancia
medida (L) foi corrigida, levando-se em conta a diluicdo da solugdo de amostra. Assim,
Le = Lm (Vo + Vag)/Vo, onde L € a condutancia corrigida, V, € o volume da solugao da
amostra e V4 € 0 volume adicionado do titulante (acido silicotungstico quando se titulou

o cation do farmaco ou nitrato de prata quando se titulou o anion brometo do farmaco).

3.3.2. Método comparativo da Farmacopéia Brasileira

Foi utilizado o método da Farmacopéia Brasileira’’ como método comparativo.
Foi dissolvida uma massa 0,3000 g da amostra em 10 mL de agua e titulada com
solugdo de nitrato de prata 0,1 mol L' O ponto final foi determinado
potenciometricamente usando eletrodo indicador de prata e eletrodo de referéncia
prata/cloreto de prata. Cada mL de nitrato de prata 0,1 mol L™ equivale a 37,028 mg de
C17H24BrNO:s.

3.3.3. Analise por injecao em fluxo empregando acido silicotungstico

como reagente precipitante.

Nos estudos dos parametros fisicos do sistema FIA foram empregadas solugdes
de HCI 0,05 mol L™ como solugdo transportadora, acido silicotinsgtico 1x10° mol L™
como reagente e metilbrometo de homatropina 6,75 x 10°; 1,35 x 10* e 2,02 x 10*

mol L™" como solucgdo de referéncia.
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3.3.3.1 Efeito da vazao.

No estudo do efeito da vaz&o foram utilizadas uma alga de amostra de 250 uL
(50 cm) e uma de reagente 125 uL (25 cm). Nesse estudo, fixou-se a vazdo do
carregador do reagente em 3,9 mL min” e variou-se a vazdo do transportador da
amostra em 1,5; 2,0; 3,9 e 4,7 mL min™' . Em seguida, fixou-se a vazao do transportador
da amostra em 3,9 mL min™ e variou-se a vaz&o do carregador do reagente em 1,54;
2,0;3,9e4,7mL min™.

3.3.3.2. Efeito dos volumes das algas da amostra e do reagente

Para o estudo do volume da alga da amostra fixou-se a alga do reagente em 125
uL (25 cm) e variou-se o volume da alga da amostra em 50, 125, 250, 375 e 500 uL (10,
25, 50, 75 e 100 cm). Em seguida, fixou-se a alca da amostra em 375 uL (75 cm) e
variou-se a alga do reagente em 50, 125, 250, 375 e 500 uL (10, 25, 50, 75 e 100 cm).

3.3.3.3. Efeito do comprimento do reator

Para este estudo variou-se o comprimento do reator em 30, 50, 100, 150 e 200

cm.

3.3.3.4. Efeito da concentragcao da solugao transportadora

No estudo do efeito da concentragédo da solugéo de HCI (solugao transportadora)
sobre o sinal analitico, utilizaram-se as seguintes concentragdes: 0,01; 0,05; 0,25; 0,5;
0,75; 1,0; 1,25 e 1,5 mol L' para concentragdes de metilbrometo de homatropina
6,75x107°; 1,35x10™ e 2,02x10™* mol L™ e 4cido silicottinsgtico 1x10™ mol L™ .



28

3.3.3.5. Efeito da concentragcao do reagente

Neste estudo avaliou-se o efeito do acido silicotungstico nas concentragbes de
2,5x10™: 5,0x10™; 1,0x10%; 2,5x10%; 5,0x10™ e 8,0x10> mol L' sobre o sinal analitico,
utilizando-se metibrometo de homatropina nas concentracdes de 6,75x10°; 1,35x10™ e

2,02x10™* mol L™ e HCI 0,05 mol L' como solugao transportadora.

3.3.3.6. Diagrama esquematico do sistema de analise por injegdao em

fluxo empregando acido silicotingstico como reagente precipitante.

O diagrama do sistema de injecao em fluxo com zonas coalescentes empregado
para a determinacao turbidimétrica de metilborometo de homatropina empregando-se o
acido silicotungstico como reagente precipitante esta apresentado na Figura 3.1.
Aliquotas de 375uL (75 cm) (solugdes de referéncia ou da amostra) e de 125uL (25 cm)
(solugéo do reagente) foram injetadas simultaneamente na solugéo transportadora Cq e
C (HCI 0,05 mol L™ utilizando-se um injetor-comutador manual de acrilico. Solugdes
de metilbrometo de homatropina de 6,75x10° ; 1,35x10™ e 2,02x10* mol L™ quando
inseridas na solugdo transportadora C; encontram a solugdo do reagente (acido
silicottingstico 1,0x10° mol L™) no ponto de confluéncia X, formando precipitado no

reator helicoidal B (50 cm), monitorado turbidimetricamente em 410nm.
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Figura 3.1- Diagrama esquematico do sistema de analises por injegdo em fluxos com
zonas coalescentes para a determinacdo turbidimétrica de metilbrometo de
homatropina empregando-se o acido silicotungstico como reagente precipitante. Cy=
transportador do reagente 2,0 mL min™ (HCI 0,05 mol L"); C; = transportador da
amostra 3,9 mL min(HCI 0,05 mol L™"); A = solucdo da amostra ou solugdo de
referéncia; R = reagente (acido silicotingstico 1,0x10° mol L™ ); Ly = alca do reagente
(125uL); Ly = alga da amostra (375uL); X = ponto de confluéncia; B = reator helicoidal
(50 cm); E = espectrofotébmetro (A= 410 nm) e D = descarte.

3.3.4. Analise por injecao em fluxo empregando nitrato de prata como

reagente precipitante.

Os estudos dos parametros fisicos foram realizados utilizando agua desionizada
como transportador, nitrato de prata 1,0x10 mol L™ como reagente e metilbrometo de

homatropina 1,5x10°,2,0x10 e 2,5x10™ mol L ™" como solugéo referéncia.

3.3.4.1 Efeito da vazao

Para o estudo da vazao foi utilizado alga de amostra de 250 uL (50 cm) e
reagente 125uL (25 cm), fixou-se a vazao do transportador do reagente em 3,9 mL min

' e variou-se a vaz&o do transportador da amostra em 1,5; 2,0; 3,9 € 4,7 mL min™' . Em
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seguida fixou-se a vaz&o do transportador da amostra em 3,9 mL min™, variando-se a

vaz&o do transportador do reagente em 1,5; 2,0; 3,9 ¢ 4,7 mL min™".

3.3.4.2. Efeito dos volumes das algas da amostra e do reagente

Para o estudo do volume da alga da amostra fixou-se a alga do reagente em 125
uL (25 cm) e variou-se o volume da alga da amostra em 50, 125, 250, 375 e 500 uL (10,
25, 50, 75 e 100 cm). Em seguida, fixou-se a alca da amostra em 375 uL (75 cm) e
variou-se a alga do reagente em 12,5 25, 50, 125, 250, 375 e 500 uL (2,5; 5; 10, 25, 50,
75 e 100 cm).

3.3.4.3. Efeito do comprimento do reator

Para este estudo variou-se o comprimento do reator em 30, 50, 100, 150 e 200

cm.

3.3.4.4. Efeito da concentragao do reagente

Neste estudo avaliou-se o efeito do nitrato de prata nas concentragdes de
8,0x10™; 1,0x107%; 2,5x10%; 5,0x10; 1,0x10% 2,5x102 e 5,0x102 mol L™ sobre o sinal
analitico, utilizando-se metibrometo de homatropina nas concentragdes de 1,5x107 ;

2,0x107 e 2,5x10° mol L™ e agua desionizada como transportador.

3.3.4.5. Diagrama esquematico do sistema de analise por injegcao em

fluxo empregando nitrato de prata como reagente precipitante.

O diagrama do sistema de injecao em fluxo com zonas coalescentes empregado
para a determinacédo turbidimétrica de metilborometo de homatropina empregando-se
nitrato de prata como reagente precipitante esta apresentado na Figura 3.2. Aliquotas
de 375 uL (75 cm) (solugdes de referéncia ou da amostra) e de 25 uL (5 cm) (solugéo
do reagente) foram injetadas simultaneamente no transportador C; e C, (H20)

utilizando-se um injetor-comutador manual de acrilico. Solu¢gdes de metilborometo de
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homatropina de 1,5x107, 2,0x10° e 2,5x10° mol L™ quando inseridas no transportador
C1 encontram a solugdo do reagente (nitrato de prata 1,0x102 mol L") no ponto de
confluéncia X, formando precipitado no reator helicoidal B (200 cm), monitorado

turbidimetricamente em 410nm.

DD o— o R
X
D
PRl B
R s
D #+—1 o o A

Figura 3.2- Diagrama esquematico do sistema de analises por injegdo em fluxos com
zonas coalescentes para a determinacdo turbidimétrica de metilbrometo de
homatropina empregando-se o nitrato de prata como regente de precipitacdo. Cy=
transportador do reagente 2,0 mL min™'; C4 = transportador da amostra 3,9 mL min™"; A
= amostra ou solugdo de referéncia; R = reagente (nitrato de prata 1,0x10?mol L'); Ly =
alca do reagente (25 uL); L, = alga da amostra (375 uL) ; X = ponto de confluéncia; B =
reator helicoidal (200 cm); E = espectrofotdmetro e D = descarte.
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CAPITULO 4- RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Analise por injecao em fluxo empregando acido silicotungstico

como reagente precipitante

As caracteristicas do sistema em fluxo foram inicialmente avaliadas empregando
o diagrama de fluxos mostrada na Figura 3.1, um composto colorido (hexacianoferrato
de potassio (I11) 0,01% m/v) como solugado reagente (R) e HCI 0,05 mol L™ no lugar da
solugdo de amostra (A). Um estudo sistematico foi realizado fixando-se a vazéo da
solugdo da amostra em 3,9 mL min™' e variando-se a vazdo da solugdo reagente no
intervalo de 1,5 a 4,7 mL min™". Em seguida, a vazao da solucdo reagente foi fixada em
3,9 mL min™' e a vazao da solucdo da amostra (HCI 0,05 mol L) foi variada no intervalo
de 1,5a 4,7 mL min™. A Figura 4.1 mostra que a melhor sincronicidade obtida foi para
vazdo de 3,9 mL min' para solugdo de amostra e 2,0 mL min” para solucdo de

reagente.

i

Figura 4.1- Estudo da sincronicidade. A, amostra (HCI 0,05 mol L"), com vazao de 3,9
mL min™ e R, solugdo reagente (hexacianoferrato de potassio (Ill) 0,01% m/v), com
vazio de 2,0 mL min™'. Os outros parametros estéo descritos na Figura 3.1.

O metilbrometo de homatropina reage com o acido silicotungstico, como
mostrado na equacgéao 4.1, formando um precipitado (par-idénico) que foi monitorado em
410 nm. Na Figura 4.2 sdo apresentados os espectros de absor¢gdo molecular na regiao
do UV-Vis (200-800 nm) das solugdes de HCI 0,05 mol L', metilbrometo de
homatropina (MBH) 1,35x10* mol L e acido silicotiingstico (AST) 1,0x10° mol L™

Como pode ser observado nesta figura, tanto o analito como o reagente de precipitagcéo
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e o HCl nao interferiram na medida de absorbancia do composto formado
([C16H21N03.CH3]4[Si(W3O10)4](S)).

4C16H2iNO3.CH3Br(5q) + HSi(W3040)saqg ~—— [C16H21NO3.CH3]a[Si(W3040)4](s) + 4HBr(oq) (4.1)

— AST
44 — MBH
par-ibnico
(]
©
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«©
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200 300 400 500 600 700 800

Comprimento de onda (nm)

Figura 4.2- Espectros de absorcdo do MBH (metilbrometo de homatropina) 1,35x10™
mol L', AST (4cido silicotingstico) 1,0x10° mol L' e do par iénico formado
([C16H21NO3.CH3]4[Si(W3010)4](s))-

4.1.1 Estudo dos parametros do sistema em fluxo

Inicialmente, foram estudados os parametros quimicos do sistema FIA a fim de
investigar as condigbes mais adequadas para a reagao entre o acido silicotungstico e o
metilborometo de homatropina. Os estudos foram realizados em um sistema FIA com
zonas coalescentes e as seguintes configuragdes: alca de amostragem 250 pL, al¢a de
reagente 125 L, reator helicoidal de 100 cm, vazdo do transportador da amostra e

e 2,0 mL min 7', respectivamente foram empregadas. Neste

reagente 3,9 mL min
estudo foram utilizadas trés concentragdes de metilbrometo de homatropina, a saber:

6,75 x 10°: 1,35 x 10* € 2,02 x 10* mol L™, e as medidas de absorbancia foram feitas
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em triplicata. Apos o estudo destes parametros, os parametros fisicos do sistema foram
estudados com as concentragbes de reagente e transportador selecionadas
previamente, levando-se em consideracao o maior sinal analitico, estabilidade da linha

base e frequéncia de amostragem.

4.1.1.1. Efeito da concentragcao do transportador (acido cloridrico)

Estudou-se a influéncia da concentragdo de acido cloridrico nas concentragdes
de 0,01 a 1,25 mol L sobre o sinal analitico, nas condicdes experimentais descritas
anteriormente. A concentragcdo que proporcionou maior sinal analitico e estabilidade da
linha base foi a de 0,05 mol L™ (Figura 4.3). Como pode ser observado nesta figura, em
concentracdes menores e maiores que 0,05 mol L™ desse acido houve um decréscimo
no sinal analitico.

O sinal analitico aumenta inicialmente com o aumento da concentragao de acido
cloridrico, provavelmente devido a atragéo eletrostatica entre o brometo (base de Lewis)
e o cation hidrogénio (acido de Lewis) ou hidroxénio formado na dissociagdo do HCI,
favorecendo assim a reacéo entre [C1sH21NO3.CHs]" e o 4cido silicotingstico. Por outro
lado, em concentracdes maiores que 0,05 mol L™ de &cido cloridrico o sinal analitico
diminui devido provavelmente a diminuigdo da dissociacdo do acido silicotungstico,
diminuindo assim a interagédo entre o cation [C1¢H21NO3.CH3]" e acido silicotingstico ou
os anions deste acido: HaSi(W3010)s, H2Si(W3010)s?, HSi(W3010)s> e/ou Si(W3010)s*. O
conhecimento dos valores de pKa desse acido seria de extrema importancia para a

interpretagao dos sinais analiticos apresentados na Figura 4.3.
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Figura 4.3 — Efeito da concentragdo da solug¢ao transportadora (acido cloridrico) nas
concentracdes de 0,01 a 1,25 mol L' para trés concentracdes de metilbrometo de
homatropina 6,75 x 107 1,35 x 10* e 2,02 x 10* mol L™, concentragdo do reagente
4cido silicottingstico 2,5 x 10 mol L™, alga de amostragem 250 pL, alca de reagente
125 pL, reator helicoidal de 100 cm, vazao do transportador da amostra e reagente 3,9
mL min " e 2,0 mL min ~* respectivamente

4.1.1.2. Efeito da concentragcao do reagente (acido silicotungstico)

Estudou-se a influéncia da concentragdo do reagente acido silicotungstico, nas
concentracdes de 2,5 x 10% a 8,0 x 10° mol L™ sobre o sinal analitico do sistema FIA
(Figura 4.4). Neste estudo foram empregadas solugdes de metilbrometo de homatropina
(MBH) nas concentragdes de 6,75x10°, 1,35x10™* e 2,02x10™ mol L™'e observou-se a
variacdo e/ou magnitude do sinal analitico (absorbancia). O maior sinal analitico em
cada concentracdo de MBH e estabilidades da linha base foram obtidos para a
concentracdo de 1,0 x 10° mol L' desse acido, para concentracdes menores e maiores
houve queda do sinal analitico observado. Sendo assim, selecionou-se a concentragcao

de 1,0x10° mol L desse reagente para os estudos adicionais.
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Figura 4.4 - Efeito da concentragdo da solugao reagente nas concentragdes de 2,5 x 10°
*a 8,0 x 10> mol L' sobre o sinal analitico para trés concentracdes de metilbrometo de
homatropina 6,75 x 10°; 1,35 x 10™ e 2,02 x 10* mol L™, alga de amostragem 250 L,
alca de reagente 125 pL, reator helicoidal de 100 cm, vazédo do transportador da
amostra e reagente 3,9 mL min " e 2,0 mL min ~' respectivamente

4.1.1.3. Efeito do volume da alga de amostragem

Estudou-se o efeito do volume da alga de amostragem no intervalo de 50 a 750
uL para solugdes de referéncia de metilbrometo de homatropina 6,75 x 10°; 1,35 x 10™
e 2,02 x 10* mol L™, concentragdo de AST 1,0 x 10° mol L™, vazao do transportador da

'€ 2,0 mL min ' respectivamente, concentragdo de

amostra e reagente 3,9 mL min ~
solucdo transportadora HCI 0,05 mol L™, alca de reagente 125 uL e reator 100 cm.
Como pode ser observado na Figura 4.5, houve um aumento acentuado da absorbancia
até um volume de amostra de 500 pL. No entanto, selecionou-se um volume de 375 pL
com o objetivo de economizar solugdes de referéncia e/ou de amostra, além de menor

tempo de limpeza e maior estabilidade da linha base.
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Figura 4.5- Efeito do volume de alga de amostra de 50 a 750 uL sobre o sinal analitico
para trés concentracdes de metilbrometo de homatropina 6,75 x 10°; 1,35 x 10* e 2,02
x 10 mol L' com vaz&o de 3,9 mL min ', AST 1,0 x 10° mol L™" com vaz&o de 2,0 mL
min ~', concentracéo de solugdo transportadora HCI 0,05 mol L™, alga de reagente 125
uL, reator 100 cm.

4.1.1.4. Efeito do volume de al¢ca de reagente

Estudou-se o efeito do volume da alga de reagente no intervalo de 50 a 500 uL
para solucdes de referéncia de metilbrometo de homatropina 6,75 x 10°; 1,35 x 10™ e
2,02 x 10 mol L, vazao do transportador da amostra e reagente 3,9 mL min " e 2,0
mL min ' respectivamente, concentracdo de AST 1,0 x 10™ mol L, concentracdo de
solugao transportadora HCI 0,05 mol L™, alga de amostragem 375 uL e reator de 100
cm (Figura 4.6). Observou-se um ligeiro aumento do sinal analitico para volumes entre
50 uL e 125 uL, mantendo-se praticamente constante em volumes superiores até 500
uL. Esse comportamento indica que o volume de 125 uL de reagente (AST) € suficiente
para que a reagao entre o analito e o reagente ocorra em uma extensao que foi
suficiente para determinar metilborometo de homatropina em um intervalo de

concentragao apreciavel com boa precisdo e exatidao, além também de proporcionar
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economia de regente e alta frequéncia de amostragem, como podera ser verificado em

estudos posteriores.
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Figura 4.6- Efeito do volume de alga de reagente de 50 a 500 uL sobre o sinal analitico
para trés concentragdes de solugdes de referéncia de metilborometo de homatropina
6,75x 10°; 1,35 x 10* e 2,02 x 10* mol L' com vazdo de 3,9 mL min ~', com vaz&o de
2,0 mL min ™', AST 1,0 x 10° mol L™, concentracéo de solugéo transportadora HCI 0,05
mol L™ alca de amostra 375 pL e reator 100 cm.

4.1.1.5. Efeito do comprimento do reator

Estudou-se o efeito do comprimento do reator de 30 a 200 cm sobre o sinal
analitico para solugdes de referéncia de metilbrometo de homatropina 6,75 x 10°; 1,35
x 10* e 2,02 x 10 mol L, concentracédo de AST 1,0 x 10> mol L™, concentragdo de
solugao transportadora HCI 0,05 mol L™, vaz&o do transportador da amostra e reagente

! respectivamente, alca de amostragem de 375 pulL e alca

3,9 mL min "' e 2,0 mL min ~
de reagente 125 uL (Figura 4.7). Observou-se que para um comprimento do reator de
50 cm a reagdo de precipitacdo do par i6nico ([C16H21NO3.CH3]4[Si(W3010)4ls))
proporcionou 0 maior sinal analitico para cada concentracdo de MBH estudada,

indicando que a reacado de formacao desse par-ibnico é rapida uma vez que o sinal
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analitico se manteve praticamente constante até um comprimento de reator de 100 cm,
decrescendo ligeiramente para comprimentos de reatores maiores, devido
provavelmente a dispersdo da zona de amostra. Sendo assim, um comprimento de

reator de 50 cm foi escolhido como o mais adequado.
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Figura 4.7- Efeito do comprimento do reator de 30 a 200 cm sobre o sinal analitico para

concentracdes de metilbrometo de homatropina 6,75 x 10°; 1,35 x 10* e 2,02 x 10™

mol L' com vazao de 3,9 mL min ', AST 1,0 x 102 mol L' com vazao de 2,0 mL min ~,

concentracdo de solugdo transportadora HCI 0,05 mol L™, alca de amostra 375 pL e
alca de reagente 125 pl.

4.1.1.6. Efeito da vazao da solugao da amostra

O efeito da vazao da solugéo transportadora da amostra (acido cloridrico 0,05
mol L") sobre o sinal analitico foi estudado fixando-se a vazdo do transportador do
reagente em 3,9 mL min™' e variando-se a vazao do transportador da amostra de 1,5 mL
min™ a 4,7 mL min™ para solugées de referéncia de metilbrometo de homatropina 6,75 x
10 1,35 x 10* e 2,02 x 10® mol L™, concentracdo de AST 1,0 x 10 mol L7,
concentracdo de solugdo transportadora HCI 0,05 mol L, alca de amostragem de 375
uL, alca de reagente de 125 uL e reator de 50 cm. Como pode ser observado na Figura

4.8, houve um aumento do sinal analitico até a vazao do transportador da amostra de
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3,9 mL min™'. Sendo assim, esta vaz&o foi selecionada pois além de proporcionar maior
sensibilidade (inclinagdo da curva analitica ndo mostrada aqui) e estabilidade da linha

base, apresentou uma frequéncia de amostragem elevada.
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Figura 4.8- Efeito da vazao da solugao transportadora da amostra sobre o sinal analitico
para concentracdes de metilbrometo de homatropina 6,75 x 10°; 1,35 x 10 e 2,02 x
10* mol L', AST 1,0 x 10° mol L™, concentragdo de solucéo transportadora HCI 0,05
mol L™, alga de amostra 375 pL, alca de reagente 125 uL e comprimento do reator 50
cm

4.1.1.7. Efeito da vazao da solugao do reagente

O efeito da vazao da solugéo transportadora do reagente, acido cloridrico 0,05
mol L, sobre o sinal analitico foi estudado fixando-se a vazdo do transportador da
amostra em 3,9 mL min™' e variando-se a vaz&o do transportador do reagente de 1,5 mL
min™ a 4,7 mL min™ para solugdes de referéncia de metilbrometo de homatropina 6,75 x
10, 1,35 x 10% e 2,02 x 10® mol L™, concentracdo de AST 1,0 x 10 mol L7,
concentragao de solugao transportadora HCI 0,05 mol L'1, alca de amostragem de 375

uL, alca de reagente de 125 uL e reator de 50 cm. A Figura 4.9 mostra que houve um
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discreto aumento do sinal analitico quando a vazdo do transportador do reagente
passou de 1,5 para 2,0 mL min™" , diminuindo ligeiramente em vazdes superiores.

Assim, uma vazao de 2,0 mL min™' foi selecionada para estudos posteriores.
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Figura 4.9- Efeito da vazdo da solugédo transportadora do reagente sobre o sinal
analitico para trés concentracdes de solugdes de referéncia, AST 1,0 x 10 mol L™,
concentracdo de solucdo transportadora HCI 0,05 mol L™, alca de amostra 375 uL (75
cm), alga de reagente 125 uL (25 cm) e comprimento do reator 50 cm

A Tabela 4.1 apresenta um resumo das condi¢cdes finais estabelecidas do

sistema de analise em fluxo utilizando acido silicotungstico como reagente precipitante.
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Tabela 4.1 - Resumo das condigdes finais estabelecidas

Parametros Valor estudado Valor selecionado
Concentracao do transportador/ 0,01a1,25 0,05
mol L™
Concentracdo de reagente/ mol L'| 2,5x 10*a 8,0 x 10™ 1,0 x 107

Volume alga de amostra/pL 50 a 500 375

Volume alca de reagente/ulL 50 a 500 125

Comprimento de reator/cm 30 a 220 50

Vazao do transportador da 1,5a4,7 3,9
amostra/mL min™

Vazao do tranportador do 1,5a4,7 2,0
reagente/mL min™’

4.1.1.8. Efeito de surfactantes

Estudou-se o efeito dos surfactantes, polietilenoglicol (PEG), etilenoglicol (EG) e
agar-agar nas concentragdes de 0,01; 0,025; 0,05 e 0,075% (m/v) como protetores
coloidais sobre o sinal analitico. O emprego desses protetores coloidais levou a um
decréscimo de 30-50 % do sinal analitico. Como no sistema em fluxo estudado nao
houve problemas de entupimento de canais e da célula em fluxo, bem como problemas
de controle das particulas em suspensdo (precipitados monitorados), optou-se em

trabalhar apenas com o transportador sem a presenca dos mesmos.
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4.1.2. Estudo da repetibilidade
A repetibilidade do sistema proposto foi avaliada utilizando-se solugdes de

referéncia de metilbrometo de homatropina com concentragdes iguais a 1,08 x 10% e

1,62 x 10” mol L. O desvio padrao relativo (RSD) foi menor que 1,5 % (n= 10).

0,10 A

A

6,0 min

Figura 4.10- Estudo da repetibilidade do sistema em fluxo para solugbes de
metilbrometo de homatropina de 1,08 x 10% e 1,62x 10" mol L.

4.1.3. Frequéncia de amostragem

Para o sistema estudado a frequéncia analitica, numero de determinagdes por

unidade de tempo, foi de 70 h™".
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4.1.4. Estudo do efeito de possiveis interferentes e teste de adicao e

recuperacao

O estudo de possiveis interferentes na determinagcdo de metilbrometo de
homatropina em formulag¢des farmacéuticas foi avaliado para excipientes presentes em
amostras comerciais. Neste estudo, foram utilizadas solugbes de referéncia de
metilbrometo de homatropina 9,2 x 10° mol L' com cada um dos possiveis
interferentes (metilparabeno e propilparabeno) em concentracées de 9,2 x 10° mol L™ e
9,2 x 10* mol L™". Nenhuma das substancias investigadas causou qualquer interferéncia
na determinag¢ao do metilborometo de homatropina.

Nos testes de adigao e recuperacédo do analito, trés concentracdes diferentes de
metilbrometo de homatropina 34,1 41,7 e 49,2 mg L, foram adicionadas a duas
amostras de formulagdes farmacéuticas e os resultados comparados com aqueles
obtidos com as solugdes de amostras. Esses resultados estdo apresentados na Tabela
4.2

Tabela 4.2 - Estudo de adicdo e recuperagcao de metilborometo de homatropina em
formulagdes farmacéuticas

Metilbrometo de homatropina (mg L)

Amostra Recuperacao (%)
adicionado encontrado
A 34,1 34,8+0,9 102
41,7 41,7+0,8 100
49,2 50,2+0,6 102
B 341 35,2+0,8 103
41,7 40,9+0,7 98,1
49,3 47,340,9 96,0

Como pode ser observado nessa tabela, a recuperacdo do analito nas duas
amostras variou de 96,0 a 103 %, indicando assim auséncia de interferéncia das

substancias excipientes na determinacéo de metilbrometo de homatropina.
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4.1.5. Aplicacao analitica

Os sinais transientes obtidos em ftriplicata para solugcdes de referéncia de
metilbrometo de homatropina 8,1 x 10°; 1,2 x 10 1,3 x 10* 1,6 x 10*,1,9x 10* e 2,2
x 10 mol L™ e solucdes de amostras A e B sdo apresentados na Figura 4.11. Neste
estudo, foram injetados em ftriplicata volumes de solugdes de referéncia de
metilborometo de homatropina naquele intervalo de concentragdes, para concentragao
do reagente acido silicotungstico 1,0 x 10° mol L™, alca de amostragem de 375 pL (75
cm) com vazao do transportador da amostra de 3,9 mL min™, alca do reagente de 125
uL (25 cm) com vazao do transportador do reagente em 2,0 mL min™ e reator de 50 cm.

A curva analitica obtida foi linear no intervalo de concentracées de metilborometo
de homatropina de 8,1 x 10° a 2,2 x 10* mol L~ (Figura 4.12). As condigoes
experimentais sdo as mesmas apresentadas na legenda da Figura 3.1, a equagéao
obtida foi A =-0,17616 + 0,00662 [MBH], r= 0,996, onde A é a absorbancia e [MBH] e a
concentragao molar de metilbrometo de homatropina. O limite de detecgéao (trés vezes o

desvio padrao do branco/inclinagéo da curva analitica foi de 5,0 x 10° mol L™

010 A

) OEE

NI

6,0 min

Figura 4.11- Sinais transientes obtidos em triplicata para solu¢gdes de referéncia de
metilbrometo de homatropina, 8,1 x 10°; 1,2 x 10™* 1,3 x 10% 1,6 x 10%, 1,9x 10% e 2,2
x 10 mol L™ e amostras A e B.
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O método proposto foi aplicado na determinacdo de metilborometo de
homatropina em formulagdes farmacéuticas. Os resultados foram comparados com
aqueles obtidos empregando o método proposto pela Farmacopéia Brasileira’. elou
rotulado. A Tabela 4.3 apresenta os resultados obtidos empregando-se o método
proposto e o da Farmacopéia Brasileira, bem como aqueles rotulados. Aplicando-se o
teste t pareado ao conjunto de resultados, nédo foi observado diferenca estatistica entre
0s mesmos a um nivel de confianca de 95%, estando os erros relativos em um intervalo

aceitavel.

0.35 ] A=-0,17875+0,00664 x C
| R= 0,996 .
0,30 -
0,25 1

0,20

0,15 1

Absorbancia

0,10 4

1 T T T T T T T T T T T 1
0,8 1,0 1,2 1.4 1,6 1,8 2,0 2,2

[MBH] / 10" mol L

Figura 4.12- Curva analitica obtida no intervalo de concentracdo de metilbrometo de
homatropina de 8,1 x 10°a2,2 x 10 mol L™
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Tabela 4.3 - Determinacdo de metilbrometo de homatropina em formulacdes
farmacéuticas pelo método turbidimétrico e o método comparativo.

Metilbrometo de Homatropina (g/L) Erro relativo (%)
Amostra -
Rotulado Comparativo Turbidimétrico Eq E>
A 2,00 1,98+0,01 2,02+0,01 1,0 2,0
B 2,00 2,01+0,02 2,04+0,02 2,0 1,5
n=3

E+ = erro relativo entre o método turbidimétrico e o valor rotulado;
E2 = erro relativo aos métodos turbidimétrico e comparativo.
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4.2. Analise por inje¢cao em fluxo empregando nitrato de prata como

reagente precipitante

O metilborometo de homatropina reage com nitrato de prata, como mostrado na
Eqg. 4.2, formando AgBrs) que foi monitorado em 410 nm. A Figura 4.13 apresenta os
espectros de absorgédo na regido do ultravioleta e visivel para solugbées de nitrato de
prata 1,0x102 mol L™, C4H21NO3.CH3Br(aq) 1,7x10™° mol L e brometo de prata. Como
pode ser observado na Figura 4.13, neste comprimento de onda o metilbrometo de
homatropina e o nitrato de prata ndo interferem na medida do composto de baixa

solubilidade formado (AgBrs)).

C16H21NO3.CH3Br(aq) + AgN03(aq) — [C16H21NO3.CH3] [NO3](aq) + AgBr(s) (42)

3
nitrato de prata
— MBH
AgBr
©
o
c
«®
2
o
0
Q
<
T T T T T T T T T T T T
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Comprimento de onda (nm)

Figura 4.13- Espectros de absor¢do do MBH (metilbrometo de homatropina) 1,7x1 0°
mol L™, nitrato de prata 1,0x10° mol L™ e do brometo de prata AgBr(s)
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4.2.1. Estudo dos parametros do sistema em fluxo

Inicialmente, foram estudados os parametros quimicos do sistema FIA a fim de
investigar as condigbes mais adequadas para a reagao entre o metilborometo de
homatropina e o nitrato de prata. Os estudos foram realizados em um sistema FIA com
zonas coalescentes e as seguintes configuragdes: alca de amostragem 250 pL, al¢a de
reagente 125 L, reator helicoidal de 50 cm, vazdo do transportador da amostra e

e 2,0 mL min

reagente 3,9 mL min respectivamente foram empregadas. Neste
estudo foram utilizadas trés concentragdes de metilbrometo de homatropina, a saber:
1,5 x 103, 2,0 x 102 e 2,5 x 10° mol L', e as medidas foram feitas em triplicata. Apos
esse estudo, os parametros fisicos foram estudados com concentragdo de reagente
selecionado analisando-se o melhor sinal analitico obtido em cada investigacado e
também a estabilidade da linha base. Em todos os estudos foi utilizada agua deionizada

como transportador.

4.2.1.1. Efeito da concentragcao do reagente (nitrato de prata)

Estudou-se a influéncia da concentragédo do reagente nitrato de prata no intervalo
de concentragdes de 2,5 x 102 a 5,0 x 102 mol L™ sobre o sinal analitico. As melhores
sensibilidades e estabilidades da linha base foram obtidas para a concentragao de 1,0 x
102 mol L. Como pode ser observado na Figura 4.14 para concentracdes de nitrato de
prata maiores que 2,5x10° mol L™ houve queda do sinal analitico e para concentragdo
de 5,0 x 10° mol L™ foi observado um aumento consideravel da absorbancia, porém,
ndo se obteve estabilidade da linha base. Portanto, optou-se por trabalhar com

concentracdo de 1,0 x 102 mol L™ de AgNOs.
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Figura 4.14- Efeito da concentragdo da solugédo reagente (AgNO3) nas concentragbes
de 2,5 x 102 a 5,0 x 102 mols L' sobre o sinal analitico para trés concentragdes de
solucdes de referéncia e parametros citados anteriormente.

4.2.1.2. Efeito do volume de alga de amostragem

Estudou-se o efeito do volume da alga de amostragem no intervalo de 50 a 500
uL para solugdes de referéncia de metilbrometo de homatropina 1,5 x 102, 2,0 x 102 e
2,5 x 102 mol L™, concentragdo de AgNO5 1,0 x 102 mol L™, vazdo do transportador da
amostra e reagente 3,9 mL min " e 2,0 mL min ' respectivamente, alca de reagente 125
uL e reator 50 cm. Observou-se um aumento de absorbancia quando o volume da algca
de amostra aumentou de 50 puL a 250 uL (Figura 4.15), permanecendo o sinal analitico
constante para volumes de amostra superiores (entre 250 a 500 ulL). Contudo, os
melhores resultados em termos de sensibilidade e estabilidade da linha base foram

observados com a alga de 375 uL, sendo essa assim selecionada.
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Figura 4.15- Efeito do volume de alga de amostra de 50 a 500 uL sobre o sinal analitico
para trés concentracdes de solugdes de referéncia, com vazao de 3,9 mL min ~, AgNO3
1,0 x 102 mol L, alca de reagente 125 pL e reator 50 cm.

4.2.1.3. Efeito do volume de al¢a de reagente

Estudou-se o efeito do volume da alga de reagente no intervalo de 12,5 a 500 pL
para solugdes de referéncia de metilbrometo de homatropina 1,5 x 103; 2,0 x 10°e 2,5
x 10° mol L™, concentragdo de AgNOs 1,0 x 102 mol L™, vazdo do transportador da

5 7 respectivamente, alca de

amostra e reagente de 3,9 mL min e 2,0 mL min
amostragem de 375 pL e reator de 50 cm. Observou-se um maior sinal analitico quando
empregou-se uma algca de reagente de 25 ulL, para volumes maiores houve um
decréscimo do sinal e estes ndo apresentaram muita variacdo. Este comportamento
indica que o volume de 25 uL de reagente é o suficiente para que a reagao ocorra, por

esse motivo este foi escolhido, além disso, isso favorece também economia de regente.
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Figura 4.16- Efeito do volume de alga de reagente de 12,5 a 500 uL sobre o sinal
analitico para trés concentragdes de solucdes de referéncia, com vazao de 3,9 mL min -
' AgNO3 1,0 x 102 mol L™, alca de amostra 375 pL e reator 50 cm.

4.2.1.4. Efeito do comprimento do reator

Estudou-se o efeito do comprimento do reator de 30 a 220 cm sobre o sinal
analitico para solucdes de referéncia de metilbrometo de homatropina 1,5 x 10~; 2,0 x
102 e 2,5 x 10° mol L', concentragdo de AgNO; 1,0 x 102 mol L', vazdo do

T e 20 mL min

transportador da amostra e reagente de 3,9 mL min
respectivamente, alca de amostragem 375 uL e alga de reagente 25 uL. Observou-se
(Figura 4.17) um aumento do sinal analitico até um comprimento de reator de 200 cm,
decrescendo em reatores de comprimento menores devido provavelmente a disperséo
da zona de amostra. Assim, o reator de 200 cm foi selecionado e empregado nos

estudos posteriores.
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Figura 4.17- Efeito do comprimento do reator de 30 a 220 cm sobre o sinal analitico
para trés concentracdes de solucdes de referéncia, AGNOs 1,0 x 102 mol L™, alca de
amostra 375 uL (75 cm) e alca de reagente 25 uL (5 cm).

4.2.1.5. Efeito da vazao da solucao da amostra

O efeito da vazdo do transportador da amostra sobre o sinal analitico foi
estudado fixando-se a vaz&o do transportador do reagente em 3,9 mL min™ e variando-
se a vazdo do transportador da amostra de 1,5 mL min™ a 4,7 mL min™ para solugées
de referéncia de metilbrometo de homatropina 1,5 x 10%; 2,0 x 10°e 2,5 x 10° mol L,
concentragdo de AgNOs 1,0 x 10% mol L™, alca de amostragem de 375 uL, algca de
reagente de 25 uL e reator de 200 cm. Foi observado um aumento do sinal analitico ao
aumentar a vazdo da solucdo de amostra de 1,5 a 4,7 mL min” (Figura 4.18). No
entanto, optou-se por trabalhar com a vaz&o de 3,9 mL min™' devido & estabilidade da

linha base.
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Figura 4.18. Efeito da vazéo do transportador da amostra sobre o sinal analitico para
trés concentracdes de solugdes de referéncia, AGNO3 1,0 x 102 mol L™, alca de amostra
de 375 pL, alga de reagente de 25 uL e comprimento do reator de 200 cm

4.2.1.6. Efeito da vazao da solugao do reagente

O efeito da vazdo do transportador do reagente sobre o sinal analitico foi
estudado fixando-se a vazdo do transportador da amostra em 3,9 mL min™' e variando-
se a vazdo do transportador do reagente de 1,5 mL min™ a 4,7 mL min™' para solucées
de referéncia de metilbrometo de homatropina 1,5 x 10%; 2,0 x 10°e 2,5 x 10° mol L™,
concentracdo de AgNO; de 1,0 x 102 mol L™, alga de amostragem de 375 L, alga de
reagente de 25 uL e reator de 200 cm. A absorbancia diminui ao aumentar a vazao da
solucdo de reagente de 1,5 a 4,7 mL min™' (Figura 4.19). O melhor compromisso entre
frequéncia de amostragem, sensibilidade do procedimento em fluxo e estabilidade da
linha base foram obtidos em vazdo da solucdo de reagente de 2,0 mL min™, sendo

entao selecionada.
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Figura 4.19- Efeito da vazado da solugdo do reagente sobre o sinal analitico para trés
concentracdes de solugdes de referéncia, AGNO3 1,0 x 102 mol L™, alca de amostra de
375 pL, alca de reagente de 25 L e comprimento do reator de 200 cm

A Tabela 4.4 apresenta um resumo das condi¢cdes finais estabelecidas do

sistema de analise em fluxo utilizando nitrato de prata como reagente precipitante.
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Tabela 4.4 - Resumo das condigdes finais estabelecidas.

Parametros Valor estudado Valor selecionado
Concentragéo de reagente/ mol L' 2,5x10°a5,0x 10* 1,0 x 10
Volume alga de amostra/pL 50 a 500 375
Volume alga de reagente/uL 12,5 a 500 25
Comprimento de reator/cm 30 a 220 200
Vazéao do transportador da 1,5a4,7 3,9
amostra/mL min™
Vazéao do transportador do 1,5a4,7 2,0
reagente/mL min™’

4.2.1.7. Efeito de surfactantes

Estudou-se o efeito dos surfactantes, polietilenoglicol (PEG), etilenoglicol (EG) e
agar-agar nas concentragdées de 0,01; 0,025; 0,05 e 0,075% (m/v) como protetores
coloidais sobre o sinal analitico. O emprego desses protetores coloidais levou a um
decréscimo de 30-50 % do sinal analitico. Como nos sistemas em fluxo estudados ndo
houve problemas de entupimento de canais e da célula em fluxo, bem como problemas
de controle das particulas em suspensdo (precipitados monitorados), optou-se em

trabalhar apenas com o transportador sem a presenca dos mesmos.

4.2.2. Estudo da repetibilidade

A repetibilidade do sistema proposto foi avaliada utilizando-se solugbes de
referéncia de metilbrometo de homatropina com concentrag¢des iguais a 1,2 x 102 e 1,5
x 10° mol L™". Os desvios padrdes obtidos foram menores que 2,0 % (n=9). A Figura

4.20 apresenta os sinais transientes obtidos neste estudo.
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Figura 4.20- Estudo da repetibilidade do sistema em fluxo para solugdes de
metilbrometo de homatropina de 1,2 x 102 e 1,5 x 10 mol L

4.2.3. Frequéncia de amostragem

A frequéncia de amostragem ¢é definida como o numero de determinagdes do
analito por hora. Para o sistema estudado, a freqiiéncia de amostragem foi de 75 h™,
indicando que o sistema pode ser aplicado em laboratérios de controle de qualidade

com alta velocidade analitica.

4.2.4. Estudo do efeito de possiveis interferentes e teste de adigao e

recuperacao

O estudo de possiveis interferentes na determinagdo de metilbrometo de
homatropina em formulag¢des farmacéuticas foi avaliado para excipientes presentes em
amostras comerciais. Neste estudo, foram utilizadas solugbes de referéncia de

metilbrometo de homatropina de 8,34 x 10 mol L' com cada um dos possiveis
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interferentes (metilparabeno e propilparabeno) em concentragdes de 8,34 x 10* mol L™
e 8,34 x 10° mol L'. Nenhuma das substancias investigadas causou qualquer
interferéncia na determinacao do metilborometo de homatropina.

Nos testes de adigao e recuperacédo do analito, trés concentragdes diferentes de
metilbrometo de homatropina 309,0; 338,0; 367,0 mg L™, foram adicionadas a trés
amostras de formulagdes farmacéuticas e os resultados comparados com aqueles
obtidos com as amostras n&o adicionadas do padrdo. Os resultados estao

apresentados na Tabela 4.5.

Tabela 4.5 - Estudo de adigdo e recuperacdo de metilborometo de homatropina em
formulagdes farmacéuticas

Metilbrometo de homatropina (mg L)

Amostra Recuperacao (%)
adicionado encontrado
309,0 321,4+0,9 104
A 338,0 331,2+0,8 97,9
367,0 348,6+0,6 94,9
309,0 318,3+0,8 103
B 338,0 327,9+0,7 97,0
367,0 352,3+0,9 95,9

4.2.5. Aplicacao analitica

Os sinais transientes obtidos em ftriplicata para solu¢cdes de referéncia de
metilbrometo de homatropina 8,0 x 10%; 1,0 x 102, 1,2 x > 1,5 x 102 e 1,7 x 10° mol L™
e solugbes de amostras A e B sdo apresentados na Figura 4.21. Neste estudo, foram
injetados em ftriplicata volumes de solugbes de referéncia de metilbrometo de
homatropina naquele intervalo de concentragdes, para concentracdo do reagente nitrato
de prata 1,0 x 102 mol L', alca de amostragem de 375 pL (75 cm) com vazdo do
transportador da amostra de 3,9 mL min™, alca do reagente de 25 uL (5 cm) com vazéo
do transportador do reagente em 2,0; mL min™ e reator de 200 cm.

A curva analitica obtida foi linear no intervalo de concentragcdes de metilbrometo
de homatropina de 8,0 x 10* a 1,7 x 10° mol L' (Figura 4.22). As condicdes
experimentais sdo as mesmas mostradas na legenda da Figura 3.2, a equagao obtida
foi A= - 0,978 + 1287,4 [MBH], r= 0,998, onde A é a absorbancia e [MBH] e a
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concentragao molar de metilbrometo de homatropina. O limite de detecgao (trés vezes o

desvio padrao do branco/inclinagdo da curva analitica) foi de 9,5 x 10° mol L™

030A

-]

T S —— s ——

B

. e
g

Figura 4.21- Sinais transientes obtidos em triplicata para solu¢gdes de referéncia de
metilbrometo de homatropina, 8,0 x 10* 1,0 x 103 1,2 x>, 1,5x 10% e 1,7 x 10> mol
L™ e amostras A e B.

O método proposto foi aplicado na determinacdo de metilborometo de
homatropina em formulagdes farmacéuticas. Os resultados foram comparados com
aqueles obtidos empregando o método proposto pela Farmacopéia Brasileira’® (e/ou
rotulado). A Tabela 4.4 apresenta os resultados obtidos empregando-se o método
proposto e o da Farmacopéia Brasileira, bem como aqueles (rotulados). Aplicando-se o
teste t pareado ao conjunto de resultados, nédo foi observado diferenca estatistica entre
0s mesmos a um nivel de confianga de 95%, estando os erros relativos em um intervalo

aceitavel.
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124 A=-0,97803 + 1287,44361 x C
R = 0,998

Absorbancia

T T T T T T T T T T
0,0008 0,0010 0,0012 0,0014 0,0016 0,0018
[MBH] / mol L™

Figura 4.22- Curva analitica obtida no intervalo de concentracdo de metilbrometo de
homatropina de 8,0 x 10*a 1,7 x 10° mol L™.

Tabela 4.6- Determinacdo de metilbrometo de homatropina em formulagbes
farmacéuticas pelo método turbidimétrico e o método comparativo.

Metilbrometo de Homatropina (g/L) Erro relativo (%)
Amostra —— — :
Rotulado Comparativo Turbidimétrico Eq Ex
A 2,00 1,98+0,01 1,94+0,03 -3,0 -2,0
B 2,00 1,97+0,02 2,01+0,02 0,5 2,0
n=3

E+ = erro relativo entre o método turbidimétrico e o valor rotulado;
E2 = erro relativo aos métodos turbidimétrico e comparativo.
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4.3. Titulacao condutimétrica

O metilbrometo de homatropina foi titulado com solugao de nitrato de prata sob
agitacao constante e temperatura controlada a 25°C. A Figura 4.23 apresenta a curva
de titulagdo condutométrica de 10 mL de solugdo de metilbrometo de homatropina
1,0x10° mol L' com o titulante nitrato de prata 1,0x10™ mol L ™. O limite de detecgao foi
de 1,0 x 10* mol L. Como pode ser observado, a condutancia permanece constante
no inicio da titulagdo devido a condutancia dos ions Br™ (presentes no inicio da titulagéo)
e NOs™ (adicionado) serem muito proximas, 78,4 Q' e 71,4 Q" respectivamente. Apds a
precipitagéo de todo AgBrs) (volume de equivaléncia igual a 10 mL) a condutancia
passa a aumentar devido o excesso de AgNO3; em solugdo. Como a reagao € 1:1, todo
o brometo consumido é proporcional a quantidade de metilborometo de homatropina em

solugao. A reagao esta mostrada na Eq. 4.3.

C16H21N03.CH3Br(aq) + AgNO3(aq) - [C16H21NO3.CH3] [NO3](aq) + AgBr(s) (43)
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Figura 4.23- Curva de titulagdo condutométrica de 10 mL de solu¢cdo de metilbrometo
de homatropina 1,0x10™ mol L™ nitrato de prata 1,0x10™ mol L™, agitagdo de 200 rpm e
temperatura de 25°C.



62
4.3.1. Aplicacao analitica

As curvas da titulacdo de 10 mL de solugdo de amostra com nitrato de prata
1,0x10™ mol L sdo apresentadas nas Figuras 4.24 e 4.25. Os valores encontrados

foram comparados com os valores rotulados e sdo apresentados na Tabela 4.7.

Tabela 4.7- Determinagcdo de metilbrometo de homatropina em formulagdes
farmacéuticas pelo método condutimétrico e o valor rotulado.

Metilbrometo de homatropina (g/L)

Amostra Rotulado Condutométrico Erro relativo (%)
A 2,00 1,96+0,03 -2,0
B 2,00 1,94+0,05 -3,0
n=>5
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Figura 4.24- Curva de titulagdo condutométrica de 10 mL de solugdo da amostra A com
nitrato de prata 1,0x10™ mol L™, Veq = 10,2 mL.
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Figura 4.25- Curva de titulagdo condutométrica de 10 mL de solugdo da amostra B com
nitrato de prata 1,0x10° mol L. Veq = 10,3 mL.
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CAPITULO 5- CONCLUSOES

O método turbidimétrico em fluxo desenvolvido nessa dissertacdo de mestrado
empregando o acido silicotungstico como reagente de precipitagdo apresentou um
intervalo de concentragao de metilborometo de homatropina de 8,1 x 10° a 2,2 x 10™ mol
L™, com limite de detecgao de 5,0 x 10° mol L e freqiiéncia de amostragem de 70 h™.
Esse sistema em fluxo com deteccdo turbidimétrica foi aplicado na determinagcédo dos
teores de metilbrometo de homatropina em amostras de produtos farmacéuticos, sem
interferéncia de excipientes existentes nesses produtos. Os resultados obtidos
empregando-se o procedimento proposto estdo em boa concordancia com aqueles
resultados obtidos empregando-se o procedimento da Farmacopéia Brasileira e
também com os teores rotulados, além de apresentar boa precisdo, exatidao, alta
frequéncia de amostragem e consumo reduzido de reagentes (0,36 mg de acido
silicotungstico por determinagao).

O sistema em fluxo com deteccdo turbidimétrica empregando-se o nitrato de
prata como reagente de precipitagdo apresentou um intervalo linear de concentragao de
metilbrometo de homatropina de 8,0 x 10 a 1,7 x 10" mol L '1, com limite de deteccao
de 9,5 x 10° mol L e freqiiéncia de amostragem 75 h™'. Esse sistema em fluxo
proposto também foi empregado com sucesso na determinagao daquele farmaco com
boa exatidao, precisado, sensibilidade e pequeno consumo de reagente (0,04.mg de
AgNO; por determinagao).

Finalizando, o emprego de nitrato de prata como titulante nas titulagdes
condutométricas de metilborometo de homatropina apresentou boa precisdo e exatidao,
consumo de reagente de 3,38 mg de AgNOs; por determinacgao.

Estes métodos podem ser utilizados em laboratérios de controle de qualidade de
produtos farmacéuticos no lugar de procedimentos de custo elevado, como os
cromatograficos (HPLC ou CG-MS).

A Tabela 5.1 apresenta uma comparacao entre os trés métodos desenvolvidos

na presente dissertacdo de mestrado.



Tabela 5.1 — Tabela de comparacao entre os trés métodos.
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Procedimento Intervalo linear de Freqiiéncia de | LD (mol L") | Consumo de
proposto concentragéo (mol L") | amostragem reagente
Turbidimétricoem | 2,2x10%-8,1 x 10° 70 h” 5,0x 10° 0,36 mg por
fluxo com acido determinacéao
silicotungstico
como reagente
precipitante
Turbidimétricoem | 1,7 x 10°-8,0 x 10™ 75h™ 9,5x 107 0,04 mg por
fluxo com AgNO3; determinagéao
como reagente
precipitante
Condutométrico 40 1,0 x 107 3,38 mg por

com AgNO3; como

reagente

min/amostra

determinacéao
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CAPITULO 6- ALGUMAS SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS

Durante a realizagao deste trabalho de dissertag&o, surgiram algumas idéias que
poderiam ser implementadas no desenvolvimento de novos trabalhos nesta mesma
linha de pesquisa. Uma destas idéias € desenvolver um sistema em fluxo empregando
nitrato de prata como reagente de precipitacdo do metilorometo de homatropina e
deteccdo condutométrica. Devido a sensibilidade desse tipo de detector, menores
limites de detecc&o poderiam eventualmente ser obtidos com esses sistemas em fluxo.

Uma outra possibilidade que poderia ser investigada é a reacdo de metilbrometo
de homatropina com o acido silicotungstico em fluxo e detecgdo condutométrica.

Como o tetrafenilborato precipita o metilborometo de homatropina, formando um
par-idnico de baixa solubilidade, o tetrafebilborato de sodio (NaB¢s), onde ¢ representa
o grupo fenila, poderia ser empregado como reagente precipitante em sistemas de
analise por injecdo em fluxo com detecgdo turbidimétrica ou condutométrica.
Empregando esse mesmo reagente como titulante, o0 mesmo poderia ser investigado
em titulacdes condutométricas desse farmaco. Um eletrodo de membrana liquida
contendo o material ativo ([C1sH21NO3.CH3][B¢4])®® e um plastificante adequado como o
dibutilftalado, dioctilftalato etc poderiam ser empregado em determinagdes de
metilbrometo de homatropina em analises por inje¢gdo em fluxo.

Apesar de demandarem tempos longos de analise, métodos gravimétricos
empregando aqueles dois reagentes de precipitagdo poderiam ser investigados para a
determinagao de metilbrometo de homatropina.

Finalizando-se, esses reagentes precipitantes poderiam ser empregados em
sistemas de analise por injegcdo em fluxo para outros farmacos derivados da atropina

e/ou escopolamina.
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