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Resumo

DESENVOLVIMENTO DE PROCEDIMENTOS EM FLUXO PARA A
DETERMINACAO DE CAPTOPRIL, DIPIRONA E PARACETAMOL ENVOLVENDO
MULTICOMUTACAO E INIBICAO DA QUIMILUMINESCENCIA

No presente trabalho, foram desenvolvidos procedimentos analiticos empregando o
conceito de multicomutacdo e inibicdo da quimiluminescéncia para a determinacao
de farmacos, tais como, captopril, dipirona e paracetamol. Para o controle do médulo
de analise e aquisi¢cdes de dados foi empregado um microcomputador Pentiun 233
MHz equipado com uma interface eletronica (PCL — 711S), através de programas
em linguagem Lab — View 7.0. O modulo de deteccdo consiste de uma célula de
fluxo de polietileno (em espiral) de 100 cm, um fotodiodo de silicio (OSD-50E) e um
dispositivo eletrénico (modelo FAC 500), para o condicionamento e amplificacdo dos
sinais quimiluminescentes. O procedimento analitico foi empregado para
determinacdo de captopril em formulacdes farmacéuticas, o sistema baseia-se na
inibicdo do sinal quimiluminescente, entre o luminol e o hipoclorito de sédio, ao
inserir o farmaco no sistema. A curva analitica apresentou uma linearidade de entre
7,5x10%a 1,0 x 10* mol L™ e limite de detec¢do estimado em 9,0 x 10 mol L™ com
uma frequéncia analitica de 180 h’. O mesmo sistema foi empregado para
determinacdo de dipirona, esse sistema baseia se na oxidacdo da dipirona pelo
hexacianoferrato (lll) de potassio, que € o catalisador da reacao entre o luminol-H,0O,
ocorrendo assim a diminuicdo do sinal quimiluminescente. A curva analitica
apresentou um faixa linear de 1,0 x 10 a 9,0 x 10 mol L™ com limite de deteccéo
de 9,0 x 10™° mol L™ obtendo uma freqiiéncia analitica de 215 h™.

O procedimento analitico estudado, para a determinacdo de paracetamol em
formulacbes farmacéuticas baseia se no consumo do reagente em excesso de
hipoclorito de sodio pelo farmaco, ocorrendo dessa forma a diminuigcdo da magnitude
do sinal analitico. Apés a otimizacdo do sistema obteve-se uma faixa linear de
resposta de 5,0 x 10°® a 9,0 x 10 > mol L™ com um limite de deteccéio de 2,35 x 10®
mol L™ e uma freqiiéncia de amostragem de 180 determinacdes por hora.

Nos procedimentos quimiluminescentes envolvendo sistema de multicomutagédo se
destaca o baixo consumo de reagentes bem como uma boa frequiéncia analitica.



Abstract

DEVELOPMENT OF PROCEDURES IN FLOW INJECTION FOR THE
DETERMINATION OF CAPTOPRIL, DIPIRONA AND PARACETAMOL INVOLVING
MULTICOMMUTATION AND INHIBITION OF CHEMILUMINESCENCIA

In the present work, analytical procedures were developed using the multicomutacéo
concept and inhibition of the chemilumenescence for the pharmaceuticals
determination, such as, captopril, dipirona and paracetamol. For the control of the
analysis module and acquisitions of data a microcomputer was used Pentiun 233
MHz equipped with an electronic interface (PCL - 711S), through programs in
language Lab - View 7.0. The detection module consists of a cell of flow of
polyethylene (in spiral) of 100 cm, a silicon fotodiodo (OSD-50E) and an electronic
device (I model FAC 500), for the conditioning and amplification of the signs
chemiluminescents.

The analytical procedure was used for captopril determination in pharmaceutical
formulations, the system bases on the inhibition of the sign chemiluminescence,
between the luminol and the hypochlorite of sodium, when inserting the drug in the
system. The analytical curve obtained was linear from 7,5 x 10° to 1,0 x 10 mol L-1
and detection limit was 9,0 x 10" mol L™ with an analytical frequency of 180 h™.

The same system was used for dipirona determination, that system bases on the
oxidation of the dipirona for the hexacianoferrate (lll) of potassium, that is the catalyst
of the reaction among the luminol-H,O, happening like this the decrease of the sign
quimiluminescente. The analytical curve presented a lineal strip of 1,0 x 10™ to 9,0 x
10 mol L™ with limit of detection of 9,0 x 10° mol L™ obtaining an analytical
frequency of 215 h™.

The studied analytical procedure, for the paracetamol determination in
pharmaceutical formulations bases on the consumption of the reagent in excess of
hypochlorite of sodium for the drugs, happening from that way to the decrease of the
magnitude of the analytical sign. After the optimization of the system it was obtained
a lineal strip of answer of 5,0 x 10 to 9,0 x 10 -5 mol L™ with a limit of detection of
2,35 x 10 mol L™ and a frequency of sampling of 180 determinations per hour.

In the procedures quimiluminescentes involving multicommutation system stands out
the bass consumption of reagents as well as a good analytical frequency.



SUMARIO

LISTA DE TABELAS . ... e \Y
LISTADE FIGURAS. ... .ottt e eteeeannee e eneas v
RESUMO . ..t e e e e e e e e e e e e viii
AB ST R A C T et e e e et e e e ennne iX
CAPITULO | = INtrodUGAO GEeral........ccoccveeuriieieceieeeece e 1
1.0 LUMINESCENCIA. ..ttt ettt e e et e e ettt et e e e e e e e e e e e e bbb bneeene s 1
1.2. Sistema de analises em fluxo @ MUlticOMULAGAOD...........ccuvvveeeeeiiiiiiiiiiee e 5
CAPITULO Il = Parte EXperimental...........c.oooeeeoeoeeieeeseeeeeeeeen, 11
2.1. Descricao geral do SISTEMA.........cccoiiiiiiiiiiee e 12
2.1.2. Mddulo de Analise de deteCCAOD.......uuuiiiiee e 12
CAPITULO Ill - Determinac&o de Captopril.........coooeveoeoieeceeceeen, 21
I R [ 01 (o To [F 0% Lo TP PPPPPPPPR 27
3.2 — Parte EXPEerimENTal..........ccuuiiiiiiiiiiiiiiii e 27
3.2.1 — EQUIPAMENLOS € ACESSOIIOS. ...cceiiiuittiiiaeeeiaiieeee e e e ettt e e e e e etee e e e e e s anneeeeeens 27

3.2.2 — Reagentes e solu¢gdes empregados na otimizacao do procedimento em

fluxo para a determinacao de captopril...........coovvviiiiiiiiiiiiiiee e 27
3.2.3 — Preparo das AMOSIIAS........cccciiiiiiieeiiieiiie e e e e e e e e e e e e e ee e as 28
3.2.4 — Diagrama de fluxos e procedimento.............cceeveeiiiiiiiiiiieeecie e 28
3.3 — Resultados e Discussao 28
3.3.1 — Efeito da concentracéo da solucdo de hipoclorito de sodio...................... 28
3.3.2 — Efeito da concentragao da solugéo de luminol............cccccoeeiviiiiin. 28

3.3.3 — Estudo do tempo de acionamento das valvulas para as
solugdes de hipoclorito de s0dio e de CaptopPril.........uvveeeieiiiieiiiiiiiiiiieeeee 28

3.3.4 — Estudo do tempo de acionamento da valvula solendide para a solucéo



Xi

(o L= 11 01 o ) RSP 29
3.3.5 - Avaliacdo do comprimento do percurso analitico.............ccceevvvvvvvviviiennnnn. 29
3.3.6 - EStudo da vazao d0O SIStEMA..........ccccuuiiiiiiiiiiiiiiiee e 30
3.3.7 - CUINVA AQNAITICA. . .uevveieieieiieeie et e e e e e e e e e e e s e e eeeees 30
3.3.8 - Estudo da repetibilidade e frequéncia analitica.............ccccceeeviiiiiiieeennnnnee. 30
3.3.9 - Estudo de adicao e recuperacao de captopril em formulacdes 30
FAIMMACEULICAL ...t r e e e e e e e e e e e e e e s annes
3.3.10 — Determinacédo de captopril em amostras comerciais empregando o 31
sistema em fluxo com detecgdo quimiluminesCente...........cccuvveeeveeiiiineiieennennnnns
S8 — CONCIUSBES. ...ttt ettt e e e e e e e e e e e e e e e s e bbb eees 32
CAPITULO IV — Determinac&o de Dipirona...........ccccoveevveeveneennenn, 36
2 R [ o1 (o o [1 o= Vo PP RPPUPOPRRS 37
4.2 — Parte EXperimental..............uiiiiiiiiiiiie e

38
4.2.1 — EQUIPAMENLOS € ACESSONMOS. ...uuuuuuiiiieiiieeeeeeeeiee ettt e s e e e e e e e e e e eeeeas 38

4.2.2 — Reagentes e solu¢cdes empregados na otimizac&o do procedimento em 38
fluxo para a determinagao de diPIrONA...........ccuuuiuiiiiiiiiiiiieiee e

4.2.3 — Preparo das @mMOSIIAS.........coouiiiiiiiiiiiiiiiiee et ee e e e e e e ee e 38
4.2.4 — Diagrama de fluxos e procedimento.............uuuueeeeiiiiiiieeeeenineiiiivieeeeeee 38
4.3 — ReSUItAA0S € DISCUSSAO0. ......uuuueeriiiiiieiiiiieeeeee e ettt ee e e e e e e e e e e s 39

4.3.1 — Efeito da concentracdo da solucdo de hexacianoferrato (lll) de

(010 =51 (o TSP RRSRPPPPR 40
4.3.2 — Efeito da concentracdo da solugao de luminol.............cccoevviiiiiiiiiiiinnnn. 40
4.3.3 — Efeito da concentragdo da solucdo de peréxido de hidrogénio................ 43

4.3.4 — Estudo do tempo de acionamento das valvulas solendides para as
solucdes de hexacianoferrato (lll) de potassio e de dipirona.............cccccvvvveieennnnnn. 48

4.3.5 — Estudo do tempo de acionamento das valvulas solendides para as
solugdes de luminol e de perdxido de hidrogénio.............coovvviiiiviiiiiiiiiiiiiiceeee e, 48



Xii

4.3.6 — Avaliacdo do comprimento percurso analitiCo...........ccceevveeeeeeeeeiireeeeeeninnnns 49
4.3.7 - EStudo da vaza0 d0 SISTEMA.........uuiiiiiiiiiiiiiie et 50
4.3.8 — CUINVA ANAITICAL ... ceiierieeee et e e e 51
4.3.9 — Estudo da repetibilidade e frequéncia analitica.............cccceeeeveiiieeeeeeennnnee. 53

4.3.10 - Estudo de adicdo e recuperacéo de dipirona em formulacdes
[E= L0 F= (T UL o= PR 54

4.3.11 — Determinagéo de dipirona em amostras comerciais empregando o

sistema em fluxo com detec¢do quimiluminescente............cccceveeeeeieeeiiieiiieiiinnnnnn, 57
4. 4 - CONCIUSDES. ......eeeiiieie ittt e ettt e e e e e e e e e e e e annees 63
CAPITULO V — Determinac&o de Paracetamol..............cccccccocovenennn.... 64
SN R [ 01 (o To [F 0% Lo TP PP PP PP PPPPPPTPPPPPPPPP 65
5.2 — Parte EXPerimental...........uuuueiiiiiiiiiiiiiaeee et 66
5.2.1 — EQUIPAMENLOS € ACESSOMIOS. ...cciiuuiiiiieeeiiaiitiieeaeeesstiteee e e e sereee e e e e snnneeeeens 68

5.2.2 — Reagentes e solu¢gdes empregados na otimizacao do procedimento em

fluxo para a determinacdo de paracetamol...............cccoovriiiiiiiiiicc e 71
5.2.3 — Preparo das amOSIIasS. .......ccceeeiieeieiiiieiceeeeeeeise s e e e e e e e e e e e e e e e e 75
5.2.4 — Diagrama de fluxos € procedimentoO.........cccceeevieiieeeiiiiiiiieeeee 74
5.3 — ReSUIAdOS € DISCUSSE0.........uuiiiiiiiiiiiiiie et 76
5.3.1 — Efeito da concentra¢éo da solucéo de hipoclorito de sodio....................... 42
5.3.2 — Efeito da concentrac¢édo da solucéo de luminol...............ccoeoeeeeiiiiiiiiiiiiinnn, 12

5.3.3 — Estudo do tempo de acionamento das valvulas para as
solucdes de hipoclorito de sédio e de paracetamol.............ccceeevvvvvvvviiiiiiiiiiniennn.

5.3.4 — Estudo do tempo de acionamento da valvula solendide para a solucéo

A TUMINOL. ...t e e e e e e e e e e e 78
5.3.5 - Avaliacdo do comprimento do percurso analitiCo...........cccccvvvveeeiieeiiienennnnn. 81
5.3.6 - EStudo da Vazao 00O SIStEM@..........uuuuiiiriiiiiiiiiieee e 83
5.3.7 - CUINA @NAITICA. ... eeeiiiiiiiiiiee et a e 84

5.3.8 — Estudo da repetibilidade e frequéncia analitica............c..cccccvvvvviiiieeeenennn. 84



Xiii

5.3.9 — Estudo de adicéo e recuperacédo de paracetamol em formulacdes
£ L= (T UL o> S 85

5.3.10 — Determinacédo de paracetamol em amostras comerciais empregando o
sistema em fluxo com detecgio quimilumiNesCente............c.ccvceevevereeeereeeenenne. 12

B, & — CONCIUSBES. ... e ettt e ettt e et e e e, 13

CAPITULO VI — Referéncias BibliografiCas...........coocoevecveoeecverennnns 32



CAPITULO 1 - INTRODUCAO



1 — Introducéo

1.1 — Luminescéncia

Desde a antiguidade sdo conhecidos fenémenos de emisséo de luz.
Um dos primeiros compostos sintetizado foi a lofina em obtida em 1887 por
Radiziszewski*. O termo luminescéncia descreve a emissdo de luz que ocorre
quando uma molécula no estado excitado decai para o estado fundamental. Existem
alguns tipos de luminescéncia que se diferenciam pelo tipo de fonte de energia
empregada para se obter o estado excitado, por exemplo quando a energia &
fornecida na forma de radiacdo eletromagnética, chama-se fotoluminescéncia
(fluorescéncia ou fosforescéncia), na forma de calor (piroluminescéncia), impacto de
elétrons (catodoluminescéncia) ou por cristalizacdo (cristaluminescéncia) e a
quimiluminescéncia, a energia de excitacéo é produzida por uma reacdo quimica. **

As reacdes quimicas que liberam este tipo de radiagdo em organismos
vivos sdo conhecidas como bioluminescéncia. Processos quimicos da
quimiluminescéncia envolvem a absorcdo pelos reagentes, de energia suficiente
para a geracdo de um complexo ativado, o qual se transforma em um produto

>5 Se a espécie for emissiva, produz a radiacéo

eletronicamente excitado
diretamente, caso contrario, pode ocorrer a transferéncia de energia do estado
excitado formado para uma molécula aceptora apropriada, resultando na emissao
indireta a radiacdo na regido do UV, Vis e/ou infra-vermelho.

Uma maneira simples de representar as reacdes quimicas sao
apresentadas pelas equacdes 1 e 2, sendo que A e B representam os reagentes,
AB* o intermediario formado no estado excitado, AB o produto da reacdo, hv a

radiacdo luminosa emitida e C um catalisado .

A+B+C AB +C 1)

AB" — > AB+hv (2)
A emisséo obtida € idéntica aquela do espectro de fluorescéncia do

composto AB, no entanto, sem o emprego de radiacdo externa (fonte de excitacao).

Para que uma reacdo quimica produza luminescéncia, esta devera satisfazer trés



condicbes: a) a energia necessaria para ocorrer a reacdo quimica deve ser
suficiente para produzir um estado eletronicamente excitado; b) o caminho reacional
deve favorecer a formacao do estado eletronicamente excitado e c) o produto deve
ser luminescente ou transferir sua energia para uma molécula luminescente.
Algumas substancias tais como: lofina (1), luminol (2), lucigenina (3),
isoluminol (4), etanodiato de bis (2,4,6-triclorofenila) (5), pirogalol (6) e a luciferina (7)
sdo alguns substratos quimiluminescentes e suas formulas sdo apresentadas na

Figura 1.1.
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Figura 1.1- Exemplos de compostos que participam como substratos de reacoes
guimiluminescentes: 1 — Lofina; 2 — Luminol; 3 — Lucigenina; 4 — Isoluminol; 5 —
Etanodiato de bis (2,4,6-triclorofenila); 6 — Pirogalol; 7 — Luciferina.

Umas das reac¢des mais conhecidas e exploradas em quimica analitica
desde os anos 60 € a oxidacdo do luminol®. Diversas outras espécies podem ser
empregadas como oxidantes (eg. H,O,, CIO", MnO,*, Cr,0;%) ou catalisadores (eg.
peroxidase, Cu?" Co*" Fe*, [Fe (CN)g] * etc).

Albrecht” foi o pioneiro ao estudar o0 mecanismo da oxidac&o do luminol
com peréxido de hidrogénio em meio alcalino, mas foi Albertin et al.” que propds o

esquema para o mecanismo da reacdo luminescente do luminol com perdxido de



hidrogénio em meio alcalino na presenca de um catalisador como mostra a Figura
1.2.
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Figura 1.2 - Esquema do mecanismo de reacdo do luminol com H,O, em meio
alcalino, na presenca de um metal de transicio M"™ como catalisador proposto por
Albertin et al.* Intermediérios: (I) diazoquinona, (I1) anion do peréxido de hidrogénio,
(11l e IV) endo-peréxido e (V) 3-aminoftalato.

Na etapa de reacdo (A), pela acéo do catalisador M"™ (jon de metal de
transicao), aparece o primeiro intermediario (l) diazoguinona. Na etapa de reacéo (B)
ocorre a formacéo do anion do peroxido de hidrogénio (II) em meio alcalino. Duas
possiveis rotas de reacdo para os intermediarios (I) e (Il) sdo apresentadas nas
etapas (C) e (D).
A etapa (C) mostra a reacdo entre diazoquinona (I) e anion do peroxido de
hidrogénio (ll), gerando o 3-aminoftalato (intermediario (V)) e (hv)
quimiluminescéncia. Na etapa (D) h& reacdo entre os intermediarios (1) e (I

produzindo apenas o 3-aminoftalato e N», sem producao de quimiluminescéncia.



Do ponto de vista analitico, provavelmente as etapas (A) e (B) sdo as mais
importantes, além da etapa (C) (geracdo da luminescéncia). Nestas etapas, se
determinam as concentra¢cdes das espécies que formam o intermediario responsavel
pela luminescéncia na etapa (C) que sao responsaveis pela duracdo e intensidade
de emissdo.”%. Porém, n&o se tem uma conclusdo sobre a presenca de metais de
transicdo na reacdo quimiluminescente, e o intermediario endoperoxido (IV) ainda
ndo foi detectado (presume-se que este intermediario se decomponha muito
rapidamente), o que explica o fato de ainda né&o ter sido detectado.

O interesse analitico da quimiluminescéncia surge dos excelentes limites de
deteccdo que podem ser atingidos e da simplicidade da instrumentacdo necessaria
para 0 monitoramento da radiacdo®. A sensibilidade obtida nas técnicas analiticas
quimiluminescentes esta associada a varios fatores, principalmente pela auséncia da
irradiacdo prévia (fonte de radiacéo), eliminando problemas devido a dispersédo de
luz, excitacdo nao seletiva e instabilidade e/ou ruido da fonte de radiacdo. Em geral,
a duracédo da radiacado quimiluminescente, varia entre 1-30 s, portanto a escolha do
sistema de deteccdo bem como a velocidade com que este monitora e processa 0s
sinais é de extrema importancia para estabelecer os procedimentos analiticos. Além
disso, mudancas de parametros como pH, mistura dos reagentes, concentracfes das
espécies reacionais ou interferentes, podem modificar totalmente o tempo de

emiss&o da radiacéo, chegando até extingui-la.”™*?

1.2 - Sistemas de anéalises em fluxo e multicomutacéao

Os sistemas por injecdo em fluxo tém como conceito basico a introducdo da
solucdo da amostra e fluido transportador, que transporta para o detector, sendo
possivel, ao longo do percurso analitico, receber(em) reagente(s) e, passar por
etapas de processamentos, como: separagdes, diluicbes, extracdo liquido-liquido,

pré-concentracdo, etc.**3.

Um dos fatores basicos para garantir um bom
desempenho dos sistemas FIA € a introducéo reprodutivel da aliquota da solucéo da
amostra no fluido transportador. Nos primeiros trabalhos foi utilizada uma seringa

hipodérmica e com a evolugédo do processo outros dispositivos foram propostos tais



como, injetor comutador, valvulas rotativas de 6 e 8 vias e valvulas solendides de 3
vias.'®

Desde a proposta do conceito de “Flow Injection Analysis” por RUZICKA e
HANSEN **, varios procedimentos de automacéo/mecanizacdo de procedimentos
analiticos foram desenvolvidos. A facil assimilacdo desta técnica, pela comunidade
cientifica, deve-se a simplicidade da instrumentacéo, facilidade operacional e da
implementag&o dos modulos de analise, utilizando em muitos casos, instrumentagéo
de baixo custo.

Segundo a IUPAC *°, Unigo Internacional de Quimica Pura e Aplicada, a
automacdo € definida, como o uso combinado de dispositivos mecanicos e
instrumentais para substituir, refinar, ampliar ou suplementar o esforco e a
inteligéncia humana, na execucdo de um dado processo, no qual pelo menos uma
das operacbes € controlada sem a intervencdo humana, por um sistema de
realimentacdo (feedback). A definicdo para mecanizacdo, também segundo a
IUPAC, refere-se ao uso de dispositivos para substituir, refinar, ampliar ou
suplementar o esforco humano, diferenciando da automacao por nao ser efetuada a
realimentacdo em nenhuma parte do processo.

A disseminacdo dos procedimentos em fluxo, e a necessidade da
adaptacdo destes procedimentos, nas mais variadas etapas que envolvem as
andlises quimicas, provoca a necessidade do desenvolvimento de novos dispositivos
eletrbnicos e da automacdo da pesquisa, utilizando-se entdo conceitos de
automacdo analitica como: sistema de analise em fluxo monossegmentado
(MSFA)'" e multicomutacgéo™®%.

O conceito de multicomutacdo e amostragem binaria é a insercéo sequencial,
no percurso analitico, de pequenas aliqguotas de amostra. O médulo de analise para
implementar a amostragem binaria, € constituido por um conjunto de valvulas
solendides de trés vias, configuradas para efetuar a introducdo da amostra e dos
reagentes no percurso analitico, formando, a partir do ponto de insercdo, uma
sequéncia binaria. Pequenas fracdes das solu¢gbes da amostra e do reagente sdo
inseridas, alternadamente, no processo analitico o tempo de acionamento determina
0 volume de cada aliquota. As valvulas solenoides de 3 vias, que sdo geralmente
gerenciadas por um micro-computador. Assim, € possivel interagir com o médulo de
analise, sem a necessidade de modificar a estrutura fisica do médulo, alterando os

parametros de um software de controle®?°.



O processo de multicomutacdo apresenta uma grande versatilidade,
permitindo sua exploracdo em diferentes procedimentos analiticos. Os mdédulos de
andlise propostos séo simples e verséateis, devido ao controle independente dos
dispositivos e a possibilidade de se efetuar a aquisicdes dos dados gerados. Sendo
assim, conceitos de multicomutacdo e amostragem binaria sdo convenientes, pois
devido a adicdo intermitente, o consumo de reagentes € consideravelmente reduzido

em relac&do aos procedimentos classicos de analise em fluxo® .






CAPITULO 2 - PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL



2 — Parte Experimental

2.1 - Descricéo geral do sistema

O moédulo de andlise foi construido empregando-se valvulas solendides
de trés vias (Nresearch 161T031), tubos de polietilieno com 0,8 mm de diametro
interno e conectores de acrilico (ponto de confluéncia). Uma interface de poténcia
para o acionamento das valvulas solenéides também foi construida™®.

O gerenciamento das valvulas solendides foi realizado por um
microcomputador, Pentium 233 MHz, equipado com uma interface eletrdnica
(Advantec Corp. PCL 711S). A propulsdo das solugbes no sistema em fluxo foi
realizada por uma bomba peristaltica (Ismatec IPC-8), equipada com tubos de
Tygon.

As medidas da quimiluminescéncia foram realizadas empregando-se
um fotodiodo de silicio com uma area sensivel a radiacdo de 50 mm?, adaptando-se
uma cela de fluxo de polietileno com ca 500 pyL. Para o condicionamento e
amplificacdo da corrente gerada pelo fotodiodo de silicio, foi empregado um
dispositivo eletronico (Amplificador) FAC modelo 500X. A montagem do médulo de
analise é descrita com mais detalhes no item 2.1.2. A linguagem de programacao
utilizada para o gerenciamento do modulo de analise, foi escrita em Lab-View 7.0, e
a interface com o usuério, formulario, é apresentada na Figura 2.1.

Esta interface permite a visualizagdo dos sinais transientes
provenientes do sistema de deteccdo, do controle do acionamento das valvulas
solendides e da bomba peristéltica. Empregando um arquivo de comandos, montado
em forma de matriz, € possivel programar varios eventos como a abertura e
fechamento das valvulas solendides, direcdo e velocidade da bomba, nimero de

replicatas, entre outros.



|

i+ sisGeR - Sistema de Gerenciamento de Reagies
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Figura 2.1 - Formulario (tela) empregada para interface com o usuario.

Apos a aquisicdo de cada sinal transiente, os dados referentes as
medidas da intensidade luminescente (mV) sdo salvos no arquivo previamente
definido, em colunas independentes e 0 sinal transiente mostrado no espaco
reservado no formulério. Assim, os valores de intensidade de luminescéncia em mV,
sdo associados aos valores de tempo nos quais a aquisicéo foi efetuada, podendo-

se trabalhar esses dados em programas graficos como o Origin e Excel.
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2.1.2 — Mddulo de deteccéao

As celas de fluxo foi construida, empregando-se tubos de polietileno de
0,8 mm de diametro interno de comprimento de 100 cm enrolados em espiral dentro

de uma tampa plastica de 30 mm de didmetro, da maneira ilustrada na Figura 2.2.

Figura 2.2 - Fotos da cela de fluxo (A e B) construidas, empregando tubo de

polietileno (diametro interno de 0,8 mm) enrolado em espiral.

As medidas da radiacdo quimiluminescente foram realizadas
empregado-se um fotodiodo de silicio com area sensivel de 50 mm? (OSD50-E, RS
846-711). Construiu-se, com o auxilio de espelhos de lampadas dicroicas, uma
camara refletora, onde de um lado foi afixado o detector e de outro a cela em espiral
de polietileno (100 cm).

Um dispositivo eletrénico, modelo FAC 500X, foi empregado para o
condicionamento e amplificacdo dos sinais gerados pelo fotodiodo. Este dispositivo
foi colocado dentro de uma caixa plastica de 20 x 20 cm, onde do lado de fora foi
acoplada a camara de deteccdo. Na Figura 2.3 sdo apresentadas fotos do modelo

de detecgéo construido.
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Figura 2.3 — Fotos do médulo de detecc¢éo construido, empregando um fotodiodo de
silicio e a cela de medida de tubo de polietileno em espiral, para o0 monitoramento da
radiacdo quimiluminescente.
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CAPITULO 3 - DETERMINACAO DE CAPTOPRIL
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3. Determinacao de captopril

Neste capitulo sera apresentada uma revisdo bibliografica sobre os
procedimentos analiticos tais como titulacdo potenciométrica, e analise em fluxo com
deteccdo espectrofométrica e quimiluminescente para a determinagcédo de captopril
em produtos farmacéuticos. Na sequéncia serdo apresentados o estudo da

otimizacao do sistema por injecdo em fluxo com deteccéo quimiluminescente

3.1 - Introducéao

O captopril, 1-[(2s)-3-mercapto-2-metilpropionil]-L-prolina,Figura 3.1, é
indicado para o tratamento de pacientes com hipertenséo, insuficiéncia cardiaca,
infarto do miocardio e nefropatia diabética. Essa droga foi o primeiro farmaco inibidor
da Enzima Conversora de Angiotensina (ECA), que é uma enzima carboxipeptidase
responsavel pela conversdo de Angiotensiva | (que € praticamente inativa) em

Angiotensina Il através da remocéao de dois aminoacidos.

0

HSA-)J\N

Figura 3.1 - Férmula estrutural do captopril

O captopril, assim como os demais inibidores da ECA, afeta tanto a
resisténcia quanto a capacitancia dos vasos e, assim, reduzem tanto a pressao
arterial quanto a carga cardiaca. Ao contrario de outros vasodilatadores, ele néo
afeta a contratilidade cardiaca, e, portanto, o débito cardiaco normalmente aumenta.
O captopril age preferencialmente nos leitos vasculares sensiveis a angiotensina,
qgue incluem aqueles dos rins, coracdo e cérebro. Esta seletividade pode ser
importante para manter uma adequada perfusdo destes 6rgdos vitais diante da
reducdo de perfusdo. Muitos métodos tém sido propostos para a determinacéo
quantitativa de captoprii em formulagdes farmacéuticas®®. Estes procedimentos

27,28

incluem: cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)?"?, potenciometria®,

30-33

quimiluminescéncia e espectrofotometria ** .0 método potenciométrico oficial da
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Farmacopéia Americana * compreende a titulagdo de captopril em meio &cido e de
iodeto de potassio com iodato de potassio, empregando amido como indicador.

A seguir sdo descritos alguns trabalhos da literatura sobre a
determinacdo de captopril utilizando titulacdo potenciométrica e sistemas de andlise
por injecio em fluxo empregando reacdes quimiluminescentes e

espectrofotométricas.

Ribeiro et al. ?° desenvolveram um método potenciométrico simples,
preciso, rapido e de baixo custo para a determinacdo de captopril. Utilizando-se da
titulacdo potenciométrica, empregou-se como titulante uma solugdo aquosa de
NaOH e um eletrodo combinado de vidro sensivel a pH. A recuperacgao obtida para o
captopril a partir de um estudo realizado com vérias formula¢cfes farmacéuticas
variou de 98,0 a 102,0%.

Du et al. * apresentaram um sistema de anélise por injecdo em fluxo,
para a determinacdo de captopril. Esse sistema baseia-se no aumento da
quimiluminescéncia (sic) na reagdo do luminol com o hexacianoferrato (lll) de
potassio em meio alcalino na presenca de captopril. A curva analitica apresentou
uma linearidade de 0,1 a 40 pg L™ para captopril, com desvio padrdo relativo de
1,0% para uma concentracdo de captopril de 0,5 pug L™ e 90 determinacées por hora
foram obtidas.

Economou et al.®! desenvolveram um método em fluxo para a
determinacao de captopril baseando-se no aumento do sinal quimiluminescente na
reacdo entre o luminol e peréxido de hidrogénio em meio alcalino. Neste sistema as
solugcBes de luminol e de perdxido de hidrogénio em meio alcalino eram misturadas
e a solucéo de captopril era injetada no sistema, sendo a mistura bombeada em uma
cela de fluxo posicionada em frente a um tubo de uma fotomultiplicadora. O aumento
na magnitude da quimiluminescencia foi proporcional ao aumento da concentragao
de captopril. A curva analitica foi linear na faixa de 5-5000 pg L™ de captopril, com
limite de deteccdo 2 pug L™ O desvio padrdo relativo foi de 3,1% para uma
concentracédo de captopril de 100 pg L™e uma freqiiéncia de amostragem de 180
determinacdes por hora foram obtidos.

Zhang et al. ** desenvolveram um procedimento em fluxo para a

determinacdo de captopril baseado na reacdo com cério(lV) em meio acido. A curva
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analitica apresentou uma linearidade de 1,0x 10° a 2,0 x10™“ mol L™, com limite de
deteccdo de 2,0x10” mol L™ e uma freqiiéncia de amostragem de 500 h™.

Themelis et al. ** desenvolveram um sistema de anélise por injecdo em
fluxo com deteccdo espectrofotométrica. Este método baseia-se na inibicdo do
causada pelo captopril na formacdo do complexo entre Co(ll) com 2,2-dipyridyl-2-
pyridylhydrazone (DPPH), que foi entdo monitorado espectrofotometricamente em
480 nm. A curva analitica apresentou uma linearidade de 0-250 mg L™ de captopril
com limite de deteccdo de 2,5 mg L™* e uma freqiiéncia de amostragem de 60
injecdes por hora.

Suarez et al. * desenvolveram um procedimento por injecdo em fluxo
com deteccao espectrofotométrica para a determinacao de captopril em formulacées
farmacéuticas. Neste procedimento, captopril foi oxidado pelo ferro (IIl) e o ferro (ll)
formado, era entdo complexado com 1,10-fenantrolina, sendo esse complexo
monitorado espectrofotometricamente em 540 nm. A curva analitica para captopril foi
linear na faixa de concentracdo de 1,0 x 10® a 8,0 x 10 mol L™ com um limite de
deteccdo de 5,0 x 10°® mol L. O desvio padréo relativo foi menor que 0,2 % para
uma concentracéo de captopril de 4,0 x 10 mol L™ (n = 10) sendo a freqiiéncia de

amostragem de 60 h™.

3.2 - Parte Experimental

3.2.1 - Equipamentos e acessorios

Para a construcdo dos médulos de analises foram empregados tubos
de polietileno (0,8 mm d.i) e confluéncias feitas de acrilico. A propulsdo dos fluidos
foi feita com uma bomba peristaltica Ismatec (IPC-8), equipada com tubos de
propulsdo de Tygon de diferentes diametros. O controle do modulo de andlise
aquisicdo dos dados do moédulo de andlise foi realizado empregando-se um
microcomputador (Pentium 233 MHz), equipado com uma interface eletrénica
(Advantec Corp., PCL-711S). A linguagem de programacéao utilizada foi escrita em
LabVIEW 7.0. As medidas da radiacdo quimiluminescente (expressas em mV) foram
feitas empregando-se um fotodetector OSD 50 e uma cela de medida de polietileno
como descrito no item 2.1.2.
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3.2.2 - Reagentes e solucbes empregados na otimizacdo do

procedimento em fluxo para a determinacédo de captopril

As solucdes foram preparadas empregando-se agua desionizada e
reagentes de grau analitico.

A solucéo de carbonato de sédio 0,6 mol L™, pH 11,0, foi preparada
dissolvendo-se 41,463 g de K,COj3; (Synth) em &gua desionizada . O valor do pH foi
ajustado com solucéo de HCI 0,1 mol L™ e o volume completado para 200 mL.

A solucdo estoque de luminol 9,0 mmol L™ foi preparada dissolvendo-
se 320,0 mg de 5-amino-2,3-dihidro-1,4 ftalazinediona (Sigma) em 200 mL de
solucdo de carbonato de potassio 0,6 mol L™ (pH 11,0). A solucéo foi preparada 3
dias antes do uso e armazenada em frasco ambar mantida sob refrigeracdo. A
solucéo de trabalho na concentracdo de 2,0 mmol L™ de luminol foi preparada por
diluicdo apropriada da solugcédo estoque em solucdo de carbonato de sddio 0,6 mol
L™,

A solugcdo estoque de  hipoclorito de so6dio 0,1 mol
L™ foi preparada diariamente a partir de uma solucdo de 6% v/v. A solugdo de
trabalho na concentracdo de 7,5 x 10 mol L™ de hipoclorito de sédio foi preparada

por diluicdo apropriada da solugédo estoque em agua desionizada.

A solucado estoque de captopril foi preparada dissolvendo-se 108,0 mg
do farmaco (Sigma-Aldrich) em 50 mL de 4gua desionizada . A solucédo de trabalho
na concentracdo de 5,0 x 10° mol L de captopril foi preparada por diluicdo

apropriada da solucao estoque em agua desionizada.

3.2.3 — Preparo das amostras

Dez comprimidos de captopril foram pesados e triturados com auxilio
de um almofariz e pistilo. Uma massa exatamente pesada de captopril foi transferida
para um baldo volumétrico de 100 mL e dissolvido com agua deionizada. A solucao
foi filtrada. Uma aliquota dessa solugéo foi transferida para baldo volumétrico de 25
mL. Essa solucdo obtida apresentava uma concentragdo dentro da faixa da curva
analitica, sendo entdo empregada para a determinacdo de paracetamol com o

sistema proposto.



16

3.2.4 - Diagrama de fluxos e procedimento

O diagrama de fluxo do modulo de analise inicialmente construido
para a determinacédo do analito de interesse é apresentado na Figura 3.1. O modulo
é constituido de 4 vélvulas solendides (Vi1, V2, V3 € V4), que gerenciam a insercao
das solugbes de reagentes e transportador no percurso analitico e pelo detector
luminescente (D) contendo uma cela de polietileno, em espiral de 100 cm. A valvula
solendide é representada por um circulo com duas linhas que indicam os possiveis
percursos das solu¢des e/ou transportador. A linha cheia, no caso do transportador,
representa a passagem do transportador para o percurso analitico, enquanto que
para as outras valvulas, as solucfes estdo circulando de volta para os respectivos
reservatorios. Apos o acionamento das valvulas, a linha tracejada indica o caminho

das solucdes.

Figura 3.2 — Diagrama de fluxos do sistema empregado para a determinagcao de
captopril. C- transportador; A — solucbes padrdes de captopril e/ou amostras; R; —
solucéo de CIO’; R, — solucéo de luminol; V; — V4 — valvulas solendides de 3 vias ; B
— Percurso Analitico; D — Detector: luminbmetro construido com fotodiodo de silicio
contendo uma cela de polietileno em espiral de 100 cm; W — descarte; X e Y — ponto
de confluéncia.

No moddulo de analise apresentado na Fig. 3.2, a solucéo
transportadora (H,O) flui pelo percurso analitico (V;), enquanto as demais solucdes
permanecem reciclando. A adicdo das solu¢cdes de reagentes e/ou amostras é

efetuada pelo acionamento das valvulas solendides (V, — padrdo e/ou amostra, V3 -
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CIO e V4 - luminol). Este modulo de andlise foi proposto para determinar captopril,
otimizar as melhores condi¢des reacionais da reacdo quimiluminescente (luminol -
ClO™ - captopril), determinar as caracteristicas analiticas e na quantificacdo da
concentragdo de captopril em amostras farmacéuticas, empregando-se o detector
qguimiluminescente construido com o fotodiodo de silicio e a cela de fluxo de
polietileno, respectivamente. Sendo assim, procedeu-se a otimizacao dos diferentes
pardmetros quimicos como concentracdo de luminol e hipoclorito de sodio e, fisicos

como volumes dos reagentes e/ou amostras, percurso analitico e vazao.

TABELA 3.1 — Esquema de acionamento das valvulas solendides para a
determinacao de captopril, diagrama de fluxo Figura 3.2

Etapas Vi Vo V3 V,; Bomba peristéltica Tempo
(Y%)rotacdo Direcao (s)

1 O 0 O 0 15 CCwW 5

2 O 0 1 0 15 CCwW 2

3 O 0 O 0 15 CCwW 1

4 O 0 O 1 15 CCwW 4

5 O 0 O 0 15 CCwW 10

* repeticdes (2-5)

6 1 1 1 0 15 CCwW 2

7 0O 0 O 0 15 CcCcw

8 0O 0 O 1 15 CCwW 4

9 0O 0 O 0 15 CCwW 10

* repeticdes(6-10)
10 0O 0 O 0 0 CCwW 0

0 = valvula solendide desligada

1= valvula solenoide acionada

ccw : direcdo de rotacdo da bomba peristaltica no sentido horario

* repeticdo em triplicata das etapas 2-5 (sinal do branco) e das etapas 6-9
(inibicéo do sinal)

Inicialmente flui pelo sistema apenas o transportador (dgua), etapa 1,
durante 5 s. Na etapa 2, é acionada a valvula (V3), ocorre a insergéo da solucao de
hipoclorito de sédio por 2 s e a solucédo transportadora(C) continua fluindo pelo
sistema. Na etapa 3, em um tempo de acionamento de 1s, a mistura (CIO™+Agua
MiliQ) é levada até a confluéncia Y e, ao chegar ao ponto Y, inicia-se a etapa 4,

onde € acionada valvula (V,4) ocorrendo a inser¢cdo do volume de luminol por 4 s,
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ocorrendo assim a oxidacdo desse reagente como mostrado na Equacdo 3.1,

liberando energia em forma de luz, obtendo-se o sinal do branco.

NH-

+H,O0+N,+ClI'+hv (3.1)

NH
I +20OH + CIO
NH

Na etapa 5, as valvulas sdo desligadas e o transportador flui pelo
sistema durante 10 s. As etapas de 2 a 5 sdo repetidas na sequiéncia, em triplicata.

Apds medidas do sinal do branco inicia-se a adi¢cdo da solucao do
padrdo e/ou da amostra no lugar do transportador. Na etapa 6, as valvulas das
solucgdes, transportadora, de hipoclorito de sodio e de padrédo sdo acionadas por 2 s,
nesse caso a solucdo transportadora retorna para o frasco, e as solugbes de
hipoclorito de sddio e amostra fluem para o sistema, consumindo o hipoclorito de
sédio como mostrado na Equacao 3.2. Na etapa 7, em um tempo de acionamento de
1 s, a mistura (CIO+Captopril) chega no ponto de confluéncia Y, sendo entéo, na
etapa 8, acionada a valvula (V,4) ocorrendo a insercao do volume de luminol por 4 s,
a concentracdo de hipoclorito de sodio ndo consumida pelo captopril, oxida o
luminol Equacdo 3.1, obtendo-se desta maneira o sinal analitico de magnitude

menor que a do branco.

2 RSH + CIO_(excesso) — RS-SR + CI_ + HZO (3.2)

As etapas de 6 a 9 sdo repetidas na seqUéncia, em triplicata. No final,
na etapa 10, todas as valvulas estdo desligadas, a porcentagem (%) zero (0) de
rotacdo indica a parada da bomba peristaltica e, o tempo O finaliza a rotina do
programa. No inicio da etapa 1, comeca a ser realizada a aquisicdo de dados do
lumindmetro, e os resultados expressos em magnitude da luminescéncia (mV)

versus tempo (s) sdo gravados em arquivos pré-estabelecidos
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3.3 - Resultados e Discussao

3.3.1 — Efeito da concentracdo da solucéo de hipoclorito de sédio

Estudou-se o efeito da concentracdo de hipoclorito de sdodio, no
intervalo de concentracéo de 2,5 x 10 a 1,0 x 10° mol L™, sobre o sinal analitico,
utilizando o sistema mostrado na Figura 3.2 nas seguintes condi¢des: transportador
(dgua desionizada), 67 uL de solucdo de captopril 5,0 x 10° mol L™ (V, = 2s), 67 uL
de solucdo de hipoclorito de sédio 1,0 mmol L™ (V5 = 2s) e 67 pL de solucdo de
Luminol 1,0 mmol L™ (V4 = 2 s), percurso analitico de 50 cm, a uma de vazao de 2,0
mL min™. Todas as medidas foram feitas em triplicatas.

a :

70 4
65 —
60 }
55—-
50 +

45.: }

40 1 T T T T T 1

A Intensidade do Sinal/ mV

4

[Cl0Y x 10 % mol Lt

Figura 3.3 — Efeito da concentracdo da solucdo de hipoclorito de sodio (67 uL) sobre
o sinal analitico, empregando 67 uL de solucéo de captopril 5,0 x 10 mol L™ (V, =
2s) e 67 pL de solucdo de luminol 1,0 mmol L™ (V3 = 2s)

A Figura 3.3 apresenta os resultados obtidos no estudo do efeito da
concentracdo da solucdo de hipoclorito de sédio variando de 2,5 x 10* a 1,0 x
10 mol L. Como pode ser observado nesta figura, o sinal analitico aumentou até a

concentracdo de hipoclorito de sédio 7,5 x 10% mol L™ Diminuindo em
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concentracbes superiores desse reagente. Sendo assim, selecionou-se a

concentracdo de 7,5 x 10 mol L™ para os estudos posteriores.

3.3.2 — Efeito da concentracéo da solucéo de luminol

Estudou-se a influéncia da concentracédo da solucéo de luminol sobre o
sinal analitico no intervalo de 0,5 a 4,0 mmol L™ utilizando-se o sistema de fluxo nas
seguintes condicoes: transportador agua desionizada,
67 uL de solucdo de captopril 5,0 x 10° mol L™ (V2 = 2 s), 67 uL de solucdo de
hipoclorito de sédio 7,5 x 10” mol L*(Vz = 2 s) e 67 pL de solugéo de luminol 1,0

mmol L (V5 =2 s).

180

' t
160—- \E/E

140 +

120 H

100 +

- !

. T .
1,0 15 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0

A Intensdidade do Sinal/ mV

[Luminol]/ mmol L™

Figura 3.4 — Efeito da concentracéo de luminol sobre o sinal analitico

Um aumento significativo do sinal analitico foi observado até a
concentracéo de luminol igual a 2,0 mmol L™. Acima desta concentrac&o, a variagao
do sinal analitico ndo se alterou significativamente (Figura 3.4). Desta forma,

selecionou-se trabalhar com soluc¢éo de luminol 2,0 mmol L™.
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3.3.3 — Estudo do tempo de acionamento das valvulas para as

solucdes de hipoclorito de sddio e de captopril

O estudo da insercdo dos volumes no sistema apresentado na
Figura 3.2 para as solucfes de hipoclorito de sédio e captopril foram estudas
simultaneamente, variando-se o0 tempo de acionamento das valvulas
solendides de 1 a 4 s e vazdo do sistema mantida constante em 2,0 mL min™.
Os estudos foram realizados empregando-se como transportador agua
desionizada, solucdo de captopril 5,0 x 10° mol L™, 67 pL de solucdo de
hipoclorito de sodio 7,5 x 10, luminol 2,0 mmol L* (V3 = 2 s), percurso
analitico de 50 cm e vaz&o de 2,0 mL min™.

A Figura 3.5 apresenta os resultados obtidos. O sinal analitico
aumentou com o tempo de acionamento das valvulas V, e V3 até 2 s (67 L),
mantendo-se constante nos tempos de acionamento superiores. O tempo de

acionamento das valvulas solendides selecionado foi de 2 s para os estudos

posteriores.
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Figura 3.5 — Efeito do tempo de acionamento das valvulas das solucbes de
hipoclorito de sodio e captopril sobre o sinal analitico

3.3.4 — Estudo do tempo de acionamento da valvula solendide para

a solucéo de luminol

O estudo do efeito do tempo de acionamento da valvula V4 (luminol) foi
avaliado, variando-se o tempo acionamento da valvula solendide entre 2 a5 s (67 a
167uL). Os estudos foram realizados empregando-se o sistema de fluxo nas
seguintes condi¢fes: transportador agua desionizada; 67 uL de solucdo de captopril
5,0 x 10° mol L™ (V>), hipoclorito de sédio 7,5 x 10 (V3 = 2 s), solucdo de luminol

2,0 mmol L™, percurso analitico (B) de 50 cm e vaz&do de 2,0 mL min™
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Figura 3.6 — Efeito do tempo de acionamento da valvula solenéide (V) luminol,
sobre o sinal analitico.

Observa-se na Figura 3.6, o um aumento do sinal analitico entre 2a 4 s
de acionamento da valvula solendide, acima de 4s (133 pL) observa-se o
decaimento do sinal analitico. Portanto, o tempo de acionamento de 4 s foi mantido

nos estudos posteriores.

3.3.5 - Avaliacdo do comprimento do percurso analitico

Avaliou-se o efeito do comprimento do percurso analitico (B) de 25 a
100 cm. Nestes estudos, o sistema de analise em fluxo estava configurado nas
seguintes condic¢des: transportador, dgua desionizada; 67 uL de solugéo de captopril
5,0 x 10° mol L™ (Vo= 2 s), hipoclorito de sédio 7,5 x 10* (V3 = 2 s), 133 pL solucéo
de luminol 2,0 mmol L™ percurso analitico (B) e vazéo de 2,0 mL min™.

Foi observado que o maior sinal analitico foi obtido em um
comprimento do percurso analitico de 25 cm. Acima desse comprimento houve uma
diminuicdo do sinal analitico indicando assim um aumento da dispersao da zona da

amostra. Escolheu-se trabalhar com o comprimento de 25 cm.
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Figura 3.7 — Efeito do comprimento do percurso analitico sobre o sinal analitico.

3.3.6 — Estudo da vazao do sistema

O efeito da vazéo das solu¢des foram estudadas simultaneamente para
todas as solugcdes na faixa de 1,4 a 3,0 mL min™. Como mostra a Figura 3.8, foi
verificado um aumento no sinal analitico com o aumento da vaz&o até 2,0 mL min™.
Acima desta vazao observou-se um aumento na pressao hidrodinamica do sistema.
Sendo assim, a vazdo de 2,0 mL min * foi selecionada por apresentar uma boa

variacdo do sinal analitico, boa reprodutibilidade, além de estabilidade da linha base.
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Figura — 3.8 - Efeito da vaz&o da vaz&o das solugdes, estudados simultaneamente
na faixa de 1,4 a 3,0 mL min™.

3.3.7 — Curva analitica

Os sinais transientes e a curva analitica obtida para as solucbes de
referéncia de captopril sdo apresentados nas Figuras 3.9 e 3.10 respectivamente. As
condicBes utilizadas para a obtencéo da curva analitica sdo apresentadas na Tabela
3.2.

Tabela 3.2 — Parametros estudados na otimizacdo do sistema para a determinacao
e captopril em formula¢des farmacéuticas.

Parametro Faixa estudada Valor selecionado
[Hipoclorito de Sédio]/ x 10 mol L™ 2,5a10,0 7,5
[Luminol)/ mmol L™ 1,0a4,0 2,0

Tempo de acionamento das valvulas
solendides (CIO e padrdo)/ s)
Tempo de acionamento da valvula
solendide (luminol)/ s

Percurso analitico/ cm 25 a 100 25

la4d 2

2ab5 4

Vazao/ mL min™? 1,4a3,0 2.0
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A curva analitica foi linear no intervalo de concentracdo de 7,5 x 10° a
1,0 x 10*mol L™ (1,63 a 21,7 mg L™) de captopril descrita pela equacéo: Intensidade
(mV) = 0,02 + 65916 [Captopril] (mol L), r = 0,998, com limite de deteccéo de 9,0 x
107" mol L™,

A Figura 3.9 apresenta os sinais transientes referentes a solucdo do
branco (A) e das solucdes de referéncia de captopril nas concentracbes de 7,5 x
10®°mol L™ (B); 1,0x 10°mol L™ (C); 2,5 x 10°mol L™ (D); 5,0 x 10°mol L™ (E); 7,5 x
10°mol L'}(F) e 1,0 x 10™“mol L™ (G).

2000

1500 D

1000 4 G

VI

0 . : . ; , ,
0 100 200 300 400 500

Intensidade do Sinalf mY

00 4

Tempolf s

Figura 3.9 — Sinais transientes referentes as solu¢des do branco (A) e das solucdes
de referéncia de captopril (B — G) variando de 7,5 x 10 a 1,0 x 10 mol L™ (1,63 a
21,7mgL™?



27

700
600 —
500
400 -
300 -

200

A Intensidade do Sinal/ mV

100

0 T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10

Captopril/ x 10° mol L™

Figura 3.10 — Curva analitica obtida para as solucdes padrdes de captopril de 7,5 x
10%a1,0x 10" mol L™ (1,63 a21,7 mg L™).

3.3.8 — Estudo da repetibilidade e frequéncia de amostragem

Estudou se a repetibilidade da resposta do procedimento analitico. A
Figura 3.11 apresenta o0s sinais transientes obtidos. O coeficiente de variacéo
(desvio padréo relativo) foi estimado em 1,2; 1,60 e 1,76%, respectivamente para 10
medidas correspondentes ao branco e a duas concentracdes de captopril de 2,5 x

10° e 7,5 x 10° mol L™. A freqiiéncia de amostragem obtida foi de 180 h™.
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Figura 3.11 — Estudo da repetibilidade para a solucéo de hipoclorito de sédio (A) 7,5
x 10” mol L™ e solugéo de referéncia de captopril nas concentracdes de (B) 2,5 x
10°e (C) 7,5 x 10° mol L™

3.3.9 - Estudo de adicéo e recuperacao de captopril em formulacdes

farmacéuticas.

Depois de determinadas as figuras de mérito do procedimento
proposto, este foi empregado para a determinacao de captopril em formulacdes
farmacéuticas. Inicialmente foi realizado um estudo de recuperagéo de captopril
nestas amostras. Nestes estudos, duas concentracdes diferentes de captopril
(2,5 e 10 mg L™?) foram adicionadas nas amostras de captopril (A, B e C). Os
resultados obtidos foram comparados com as concentragbes adicionadas. Os

resultados das recuperacdes obtidas sdo mostrados na Tabela 3.3.
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Tabela 3.3 — Estudo de adicdo e recuperagdo de captoprii em amostras
farmacéuticas.

Amostras Adicionado/ mg L™ Recuperado/ mg L™ % Recuperagao
2,50 2,54 101
A 10,0 10,1 101
2,50 2,48 99,2
5 10,0 10,3 103
2,50 2,50 100
¢ 10,0 9,90 99,0

Os resultados obtidos nos estudos de adicdo e recuperacdo nas trés
amostras farmacéuticas de captopril apresentam valores de recuperacdo que
variam de 99 a 103 %. Os resultados obtidos indicam que n&o houve efeito das

matrizes das amostras na determinacao de captopril nestas trés amostras.

3.3.10 — Determinacdo de captopril em amostras comerciais

empregando o sistema em fluxo com deteccao quimiluminescente

O procedimento analitico desenvolvido foi aplicado para a determinacdo de
captopril em amostras comerciais. Os resultados obtidos empregando-se o método
proposto foram comparados com aqueles obtidos empregando-se o método oficial
da Farmacopéia Americana *° (titulacdo iodométrica). A Tabela 3.4 apresenta 0s

resultados obtidos empregando-se o método proposto e o comparativo.

TABELA 3.4 — Determinacao de captopril em formulacdes comerciais pelo método
quimiluminescente e pelo o método comparativo.

Captopril/ mg g™

Amostras Comparativo Proposto E/(%)
A 25,0+0,5 24,9+0,4 -0,4
B 25,5 +0,6 25,2+0,6 -1,2
C 25,1+0,5 25,340,2 +0,8
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Os resultados obtidos dos teores de captopril nos produtos farmacéuticos
estdo em boa concordancia com aqueles obtidos empregando-se o método da

Farmacopéia Americana * dentro de um intervalo de confianca de 95 % .

3.4 — Conclusoes

O procedimento em fluxo envolvendo multicomutagédo e quimiluminescéncia
para a determinagdo de captopril em produtos farmacéuticos foi preciso, exato,
apresentou alta freqiéncia de amostragem e baixo volume e/ou concentracdo de
residuos, caracteristicos de sistema em fluxo com multicomutacdo. Considerando a
relativa simplicidade do sistema analitico proposto e as vantagens assinaladas,
pode-se sugerir a sua implementacdo em laboratérios de controle de qualidade

deste analito que necessitam de um niumero de determinagfes elevada.
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CAPITULO 4 — DETERMINACAO DE DIPIRONA
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4 — Determinacéo de dipirona

Neste capitulo sera apresentada uma revisado bibliografica sobre os
procedimentos analiticos em fluxo para determinacdo de dipirona em produtos
farmacéuticos. Na sequéncia, serdo apresentados o estudo da otimizacdo do

procedimento de analise por inje¢cdo em fluxo com deteccdo quimiluminescente.

4.1 — Introducéo

Metamizol sédico ou dipirona sodica é uma droga antiinflamatéria néao-
estereoidal (AINE) que é utilizada principalmente como analgésico e antitérmico.
Sua utilizacdo, no entanto, se encontra restrita a alguns paises, sendo
extremamente popular no Brasil onde efetivamente € um dos analgésicos mais
populares, ao lado do acido acetilsalicilico. Quimicamente é o [(2,3-diidro-1,5-dimetil-
3-0x0-2-fenil-1H-pirazol-4-il)metilamino] metanossulfonato soédico (ou 1-fenil-2,3-

dimetil-5-pirazolona-4-metilaminometano sulfonato de sodio), Figura 4.1.

C|IH2803Na

Figura 4.1 — Estrutura molecular da dipirona

O metamizol foi sintetizado pela primeira vez na Alemanha em 1920
pela companhia Hoechst AG, e em 1922 foi iniciada sua produgdo em massa. A
droga permaneceu disponivel mundialmente até a década de 70 quando foi
descoberto que havia risco de causar agranulocitose — uma doenga muito perigosa
e potencialmente fatal. Estudos recentes indicam que a taxa de incidéncia de
agranulocitose causada pelo metamizol estd entre 0,2 e 2 casos por milhdo de
pessoas, contando com aproximadamente 7% dos casos fatais (sendo que todos os

pacientes tiveram acesso a cuidados médicos urgentes). O metamizol foi banido na


http://pt.wikipedia.org/wiki/AINE
http://pt.wikipedia.org/wiki/Analg%C3%A9sico
http://pt.wikipedia.org/wiki/Antit%C3%A9rmico
http://pt.wikipedia.org/wiki/Aspirina
http://pt.wikipedia.org/wiki/Alemanha
http://pt.wikipedia.org/wiki/1920
http://pt.wikipedia.org/wiki/1922
http://pt.wikipedia.org/wiki/Agranulocitose
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Suica em 1974 e nos Estados Unidos em 1977; mais de trinta paises incluindo
Japao, Australia e a maioria dos paises integrantes da Unido Européia tomaram a
mesma decisdo. Nesses paises a droga ainda é utilizada como medicamento
veterinario. Algumas companhias farmacéuticas, particularmente a Hoechst e Merck
continuam produzindo drogas que contenham o metamizol e as comercializam em
alguns paises *°.

A Farmacopéia Brasileira *’ preconiza a iodimetria para a determinacéo
quantitativa da dipirona sédica. A seguir sdo apresentados alguns artigos
encontrados na literatura sobre determinacao em fluxo de dipirona.

Pereira et al, ¥ desenvolveram um procedimento em fluxo com
deteccdo espectrofotométrica para determinar dipirona em formulagbes
farmacéuticas. Esse sistema baseia se na geracao de ions triiodeto em linha, que ao
reagirem com a dipirona, oxidam o grupo metanossulfénico do farmaco a sulfato. O
consumo de ions I3 pela dipirona diminui a formacdo do complexo triiodeto-amido
provocando assim um decréscimo da absorbancia, sendo esse complexo
monitorado espectrofotometricamente em 580 nm. A curva analitica foi linear de 1,4
x 10%a 4,2 x 10 mol L™ com um limite de deteccéio de 6,0 x 10 mol L™. No estudo
da repetibilidade, um desvio padréo relativo de 0,45 % (n = 10) para uma solucao de
dipirona de 4,2 x 10 mol L™ e uma freqiiéncia de amostragem de 60 determinacdes
por hora foram obtidas.

Medeiros et al ** desenvolveram um método por injecdo em fluxo com
deteccdo biamperométrica para a determinacdo de dipirona em formulacbes
farmacéuticas. Nesse sistema foram estudados dois sistemas redox, Fe(lll)/Fe(ll) e
I,/I', sendo que o sistema redox Fe(lll)/Fe(ll) apresentou um melhor desempenho. A
curva analitica foi linear no intervalo de concentracdo de 10 a 50 mg L™ de dipirona.
Um desvio padrédo relativo de 1,6 % (n=8) para uma solucdo de dipirona de 14 mg
L™ e uma frequiéncia de amostragem de 71 determinacées por hora foram obtidos.

Marcolino-Jr et al. “° desenvolveram um procedimento em fluxo
turbidimétrico para a determinacéo de dipirona. Esse sistema consiste em um reator
em fase sélida contendo cloreto de prata imobilizada em uma resina de poliéster,
sendo que a dipirona é oxidada pelo Ag®, reduzindo-se a Ag° sendo a suspensio
coloidal de Ag®° monitorada turbidimetricamente em 425 nm. A curva analitica para

dipirona foi linear na faixa de concentracédo de dipirona de 5,0 x 10* a 2,5 x 10 mol


http://pt.wikipedia.org/wiki/Su%C3%AD%C3%A7a
http://pt.wikipedia.org/wiki/1974
http://pt.wikipedia.org/wiki/Estados_Unidos
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L™ com limite de deteccdo de 1,3 x 10 mol L™ e uma frequiéncia de amostragem de
45 determinacdes por hora.

Esse mesmo grupo de pesquisadores ** desenvolveu um procedimento
em fluxo com deteccdo espectrofotométrica para a determinagdo de dipirona. O
método baseia-se na reacédo da dipirona com molibdato de aménio em meio acido
formando um produto de coloracdo azul, sendo esse cromoforo monitorado
espectrofotometricamente em 620 nm. A curva analitica apresentou uma linearidade
de 5,0 x 10 a 8,0 x 10 mol L, com limite de deteccéo de 9,5 x 10 mol L™* e uma

freqiiéncia de amostragem de 60 h™.

4.2 — Parte Experimental

4.2. — Equipamentos e acessoOrios

Para a construcdo dos médulos de analises foram empregados tubos
de polietileno (0,8 mm d.i) e confluéncias feitas de acrilico. A propulsdo dos fluidos
foi feita com uma bomba peristaltica Ismatec (IPC-8), equipada com tubos de
propulsdo de Tygon de diferentes diametros. O controle do mdodulo de andlise
aquisicdo dos dados do médulo de andlise foram realizados empregando-se um
microcomputador (Pentium 233 MHz), equipado com uma interface eletrénica
(Advantec Corp., PCL-711S). A linguagem de programacéo utilizada foi escrita em
LabVIEW 7.0. As medidas da radiagcdo quimiluminescente (expressas em mV) foram
feitas empregando-se um fotodetector OSD 50 e uma cela de medida de polietileno

como descrito no item 2.1.2.
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4.2.2 — Reagentes e solucdes empregados na otimizacdo do

procedimento em fluxo para a determinacéo de dipirona

As solucdes foram preparadas empregando-se agua desionizada e
reagentes de grau analitico.

A solucdo de carbonato de sédio (Synth) 0,6 mol L™, pH 11,0, foi
preparada dissolvendo-se 41,463 g de K,COg3 (Synth) em &gua desionizada. O valor
do pH foi ajustado com solucdo de HCI 0,1 mol L™ e o volume completado para 200
mL.

A solucdo estoque de luminol 9,0 mmol L™ foi preparada dissolvendo-
se 318,0 mg de 5-amino-2,3-diiidro-1,4 ftalazinadiona (Sigma) em 200 mL de
solucdo de carbonato de potassio 0,4 mol L™ (pH 9,1 a 11,0). ). A solucéo foi
preparada 3 dias antes do uso e armazenada em frasco ambar mantida sob
refrigeracdo. Solucdes de trabalho em concentracées variando de 1,0 a 6,0 mmol L™
de luminol foram preparadas por diluicbes da solucdo em tampao carbonato de

potassio.

A solucao estoque de dipirona foram preparadas dissolvendo-se 167,0
mg do farmaco (Sigma-Aldrich) em 50 mL de &gua desionizada. A solucdo de
trabalho na concentracéo de 2,0 x 10 mol L™ de dipirona foi preparada por diluicdo
apropriada da solucéo estoque com agua desionizada.

A solucdo estoque de hexacianoferrato (lIl) de potassio 50,0 mmol L™
foi preparada dissolvendo-se 4,125 g do sal (Reagen) em 500 mL de &gua
desionizada. Solugbes de trabalho em concentra¢gdes variando de 1,0 a 50,0 mmol
L™ de hexacianoferrato (lll) de potassio foram preparadas por diluicées da solucdo
estoque com agua desionizada.

SolucBes estoque de peréxido de hidrogénio 1,0 mmol L™ foram
preparadas diariamente a partir de uma solucdo 30% (m/m) e padronizadas
volumetricamente com permanganato de potassio. Solu¢des de referéncia de
peréxido de hidrogénio em concentracdes variando de 0,5 a 10,0 mmol L™ foram

preparadas por diluicbes da solucéo estoque.
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4.2.3 — Preparo das amostras

Dez comprimidos de dipirona soédica foram exatamente pesados e
triturados com auxilio de um almofariz e pistilo. Uma massa exatamente pesada de
dipirona foi transferida para um baldo volumétrico de 100 mL e dissolvido com agua
deionizada. A solucéo foi filtrada. Uma aliquota dessa solucéo foi transferida para
baldo volumétrico de 25 mL. Essa solucdo obtida apresentava uma concentracao
dentro da faixa da curva analitica, sendo entdo empregada para a determinacgéo de
dipirona com o sistema proposto.

4.2.4 — Diagrama de fluxos e procedimento

O diagrama de fluxos do mddulo de analise inicialmente construido
para determinacgdo do analito de interesse é apresentado na Figura 4.2. O mddulo é
constituido de 5 valvulas solendides (Vi, V2, V3, V4 € Vs), que gerenciam a insercéo
das solucbes de reagentes, amostras e/ou padrdo o transportador no percurso
analitico e pelo detector luminescente (D) contendo uma cela de polietileno, em
espiral de 100 cm. A valvula solendide é representada por um circulo com duas
linhas que indicam os possiveis percursos das solucdes e/ou transportador. A linha
cheia, no caso do transportador, representa a passagem do transportador para o
percurso analitico, enquanto que para as outras valvulas, as solucdes estédo
circulando de volta para os respectivos reservatorios. Apés o acionamento das

valvulas, a linha tracejada indica o caminho das soluc¢des.
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Figura 4.2 — Diagrama de fluxos do sistema empregado para a determinacéo
dipirona. C- transportador; A — solucdes padrdoes de dipirona e/ou amostras; R; —
solucdo de Fe(CN)s*; R, — solucdo de luminol; R; — solugcdo de H,O,; Vi — Vs —
valvulas solendides de 3 vias ; B — Percurso Analitico; D — Detector: luminémetro
construido com fotodiodo de silicio contendo uma cela de polietileno em espiral de
100 cm; W — descarte; X e Y — ponto de confluéncia.

No modulo de andlise apresentado na Fig. 4.2, a solucao
transportadora (H,O) flui pelo percurso analitico (V1), enquanto as demais solucdes
permanecem reciclando. A adicdo das solucdes reagentes e/ou amostras € efetuada
pelo acionamento das vélvulas solenéides (V. — padrdo e/ou amostra, Vs - Fe(CN)g>
, V4 - Luminol e V5 — H,05).

Este mddulo de analise foi proposto para determinar dipirona. Sendo
assim, procedeu-se a otimizacdo dos diferentes parametros quimicos como
concentracdo de hexacianoferrato (lll) de potassio, peroxido de hidrogénio e luminol

e fisicos como volume dos reagentes, percurso analitico e vazao.
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TABELA 4.1 - Esquema de acionamento das valvulas solendides para a

determinacao de dipirona, diagrama de fluxo Figura 4.2

Etapas Vi Vo V3 Vg Vs Bomba peristaltica Tempo
(%)rotacdo  Direcdo (s)

1 O 0 O 0 0 15 CCW 5

2 O o0 1 0 0 15 CCW 3

3 0O 0 O 0 0 15 CCW

4 O 0 O 1 1 15 CCw 3

5 O 0 O 0 0 15 CCw 15

* repeticdes (2-5)

6 1 1 1 0 0 15 CCW

7 O 0 O 0 0 15 CCw

8 O 0 O 1 1 15 CCw 3

9 O 0 O 0 0 15 CCW 15

* repeticdes(6-10)

10 O 0 O 0 0 CCW 0

0 = valvula solendides desligada

1= valvula solendides acionada
CCW: direcéo de rotacdo da bomba peristéltica, sentido horario
* repeticdo em triplicata das etapas 2-5 (sinal do Branco) e das etapas 6-9

(inibicdo do sinal)

Inicialmente flui pelo sistema apenas o transportador (dgua), etapa 1,

durante 5 s. Na etapa 2, é acionada a valvula (V3), ocorre a insercéo da solucao de

Fe(CN)s> por 3 s e a solucdo transportadora(C) continua fluindo pelo sistema. Na

etapa 3, em um tempo de acionamento de 6 s, a mistura (Fe(CN)s> + agua

desionizada) € levada até a confluéncia Y e, ao chegar ao ponto Y, inicia-se a etapa

4, onde sdo acionadas as valvulas V4 e Vs ocorrendo a insercdo do volume de

luminol e H,O, por 3 s, ocorrendo assim a oxidagao desse reagente como mostrado

na Equacao 3.1, liberando energia em forma de luz, obtendo-se o sinal do branco.
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[Fe(CN)s] o

NH
| + 4 OH + H,0, > _ +4H,0+Ny+hv (4.1)
NH 0]

NH, O NH, O

Na etapa 5, as valvulas sdo desligadas e o transportador flui pelo
sistema durante 15 s. As etapas de 2 a 5 sdo repetidas na sequéncia, em triplicata.

ApoOs medidas do sinal do branco, inicia-se a adicdo da solucdo do
padrdo e/ou da amostra no lugar do transportador. Na etapa 6, as valvulas das
solucdes transportadora, de Fe(CN)s> e de padrdo sdo acionadas por 3 s, nesse
caso a solucao transportadora retorna para o frasco, e as solucdes de Fe(CN)g> e
amostra fluem para o sistema, a dipirona reduz o Fe(CN)s> a Fe(CN)s* como
mostrado na Equacdo 4.2. Na etapa 7, em um tempo de acionamento de 6 s, a
mistura (Fe(CN)¢> + dipirona) chega no ponto de confluéncia Y, sendo entdo, na
etapa 8, acionadas as vélvulas V4 e Vs ocorrendo a inser¢cédo do volume de luminol e
H,O, por 3 s, a concentracdo de Fe(CN)s> que ndo foi reduzida catalisa a reagéo
entre o luminol e H,O, obtendo-se desta maneira o sinal analitico de magnitude

menor que a do branco.

C|3H2503Na

N—_ —
N R o R & +[FeCN)e']  (4.2)
7 "N

As etapas de 6 a 9 sao repetidas na seqiéncia, em triplicata. No final,
na etapa 10, todas as valvulas estdo desligadas, a porcentagem (%) zero (0) de
rotacdo indica a parada da bomba peristaltica e, o tempo O finaliza a rotina do
programa. No inicio da etapa 1, comeca a ser realizada a aquisicdo de dados do
lumindmetro, e os resultados expressos em magnitude da luminescéncia (mV)

versus tempo (S) séo gravados em arquivos pre-estabelecidos.
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4.3 — Resultados e Discussao

4.3.1 — Efeito da concentracdo da solucao de hexacianoferrato (lll)

de potassio

Estudou-se o efeito da concentracdo de hexacianoferrato (lll) de
potassio, no intervalo de concentracdo de 2,5 a 20 mmol L™, sobre o sinal analitico,
utilizando o sistema mostrado na Figura 4.2 nas seguintes condi¢des: transportador
(dgua desionizada), 53 pL de solugéo de dipirona 2,0 x 10 mol L™ (V, = 2s), 53 uL
de solucéo de hexacianoferrato (Ill) de potassio 10,0 mmol L™ (V5 = 2s) e 53 uL de
solucdo de luminol 1,0 mmol L™ (V4 = 2s) e 53 pL de solucdo de peréxido de
hidrogénio 1,0 mmol L™ (Vs = 2s), percurso analitico de 50 cm, a uma de vaz&o 1,6

mL min™. Todas as medidas foram feitas em triplicata
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Figura 4.3 — Efeito da concentracéo da solucdo de hexacianoferrato de potassio (53
uL) sobre o sinal analitico, empregando 53 pL de solucéo de dipirona 2,0 x 10 mol
L™ (Vo =2 's), 53 pL de solugéo de luminol 1,0 mmol L™ (V3 = 2 s) e 53 pL de solugéo
de peréxido de sédio 1,0 x 10° mol L™,
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A Figura 4.3 apresenta os resultados obtidos no estudo do efeito da
concentracdo da solucdo de hexacianoferrato (l1l) de potassio variando de 2,5 a 20,0
mmol L™ sobre o sinal analitico.

Observou-se um aumento do sinal analitico nas concentracdes entre
2,5 a 15 mmol L™ sendo que em concentracdes superiores, a variacdo do sinal
analitico permaneceu praticamente constante. Entdo a concentracdo selecionada

deste catalisador para os posteriores estudos foi de 15 mmol L™.

4.3.2 — Efeito da concentragcéo da solucao de luminol

Estudou-se a influéncia da concentracédo da solucédo de luminol sobre o
sinal analitico no intervalo de 0,5 a 4,0 mmol L™ utilizando-se o sistema de fluxo nas
seguintes condicoes: transportador agua desionizada,
53 pL de solucdo de dipirona 2,0 x 10* mol L™ (V, = 2 s), 53 uL de solucédo de
hexacianoferrato (Ill) de potassio 15,0 mmol L™ (V3 = 2 s), 53 puL de solucdo de
luminol (Vs = 2 s), 53 pL de solucdo de peréxido de hidrogénio 1,0 mmol L™ (Vs = 2
s), percurso analitico de 50 cm e uma de vazdo 1,6 mL min™. Todas as medidas
foram feitas em triplicata
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Figura 4.4 — Efeito da concentragéo de luminol sobre o sinal analitico
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Um aumento significativo do sinal analitico foi observado até a concentracéo
de luminol igual a 2,0 mmol L. Acima desta concentracdo a variacdo do sinal
analitico ndo se alterou significativamente como mostra a Figura 4.4. Desta forma

selecionou-se trabalhar com soluc&o de luminol 2,0 mmol L™.

4.3.3 — Efeito da concentracdo da solucdo de peroxido de

hidrogénio

Estudou-se a influéncia da concentracdo da solucdo do perdxido de
hidrogénio sobre o sinal analitico no intervalo de 0,5 a 4,0 mmol L™ utilizando-se o
sistema de fluxo nas seguintes condicdes: transportador agua desionizada,
53 uL de solucdo de dipirona 2,0 x 10 mol L™ (V, = 2 s), 53 puL de solucédo de
hexacianoferrato (Ill) de potassio 15,0 mmol L™ (V3 = 2 s), 53 uL de solucdo de
luminol (V4 = 2 s), 53 uL de solucéo de peroxido de hidrogénio (Vs = 2 S), percurso

analitico de 50 cm e a uma de vazdo 1,6 mL min. Todas as medidas foram feitas

em triplicata
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Figura 4.5 — Efeito da concentracdo de peroxido de hidrogénio (H,O,) sobre o sinal

analitico
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Um aumento significativo do sinal analitico foi observado até a concentracéo
de peréxido de hidrogénio igual a 0,75 mmol L™, acima desta concentracdo houve
uma diminuigdo gradativa do sinal analitico como mostra a Figura 4.5. Desta forma
selecionou-se trabalhar com solucdo de peréxido de hidrogénio 0,75 mmol L™ para

0s estudos posteriores.

4.3.4 — Estudo do tempo de acionamento das valvulas solendides

para as solucdes de hexacianoferrato (lll) de potassio e de dipirona

O estudo da insercao dos volumes das solugcbes de hexacianoferrato (lll) de
potadssio e dipirona foram estuda simultaneamente, variando-se o tempo de
acionamento das valvulas solendides de 2 a 5 s e vazdo do sistema mantida
constante em 1,6 mL min™®. Os estudos foram realizados empregando-se como
transportador agua desionizada, solucdo de dipirona 2,0 x 10* mol L%,
hexacianoferrato de potassio (I11) 15,0 mmol L™, 53 uL de solucdo de luminol (V4 = 2
s), 53 uL de solucdo de perdxido de hidrogénio 0,75 mmol L™ (Vs = 2 s), percurso
analitico de 50 cm.

A Figura 4.6 apresenta os resultados obtidos. O sinal analitico aumentou com
o tempo de acionamento das vélvulas V, e V3 até 3 s (80 plL), mantendo-se
constante nos tempos de acionamento superiores, sendo assim esse tempo de

acionamento foi selecionado para os estudos posteriores.
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Figura 4.6 — Efeito do tempo de acionamento das valvulas das solucdes de
hexacianoferrato de potassio (lll) e dipirona sobre o sinal analitico

4.3.5 — Estudo do tempo de acionamento das valvulas solendides

para as solucdes de luminol e de perdoxido de hidrogénio

O efeito do tempo de acionamento das valvulas V, (luminol) e Vs (peréxido de
hidrogénio) foram avaliados, variando-se simultaneamente o acionamento das
valvulas solendides entre 2 a 5 s (53 a 133 plL). Os estudos foram realizados
empregando o sistema de fluxo nas seguintes condi¢des: transportador agua
desionizada; 80 pL solucdo de dipirona 2,0 x 10 mol L™, 80 pL de hexacianoferrato
de potassio (II) 15 mmol L™?, solucéo de luminol 2,0 mmol L™, solucéo de peréxido

de hidrogénio 0,75 mmol L™, percurso analitico de 50 cm.
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Figura 4.7 — Efeito do tempo de acionamento das valvulas solenoides V4 e Vs do
luminol e hexacianoferrato (Ill) respectivamente, sobre o sinal analitico.

Observa-se na Figura 4.7, que ha um aumento do sinal analitico entre 2 a 3 s,
de acionamento das valvulas solendides. Nos tempos de acionamento das valvulas
solendides superiores o sinal analitico manteve-se praticamente constante, sendo o

tempo de 3 s escolhido nos estudos posteriores.

4.3.6 — Avaliacdo do comprimento do percurso analitico

Avaliou-se o efeito do comprimento do percurso analitico (B) de 25 a
100 cm. Nestes estudos, o sistema de analise em fluxo estava configurado nas
seguintes condi¢des: transportador agua desionizada; 80 uL solucdo de dipirona 2,0
x 10 mol L™, 80 pL de hexacianoferrato de potéssio (l1l) 15 mmol L™, 80 uL solugéo
de luminol 2,0 mmol L™, 80 uL solucéo de peréxido de hidrogénio 0,75 mmol L™, e a
uma vazdo de 1,6 mL min™.

Neste estudo, observou-se que o maior sinal analitico foi obtido em um
comprimento do percurso analitico de 25 cm. Acima desse comprimento houve uma
diminuicdo do sinal, indicando assim o aumento da dispersédo da zona de amostra.

Escolheu-se trabalhar com o comprimento de 25 cm.
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Figura 4.8 — Efeito do comprimento do percurso analitico sobre o sinal analitico.
4.3.7 — Estudo da vazao do sistema

O efeito da vazao das solugdes foram estudadas simultaneamente para
todas as solucdes na faixa de 1,1 a 2,4 mL min™. Como mostra a Figura 4.9, foi
verificado um aumento no sinal analitico com o aumento da vazao até 1,6 mL min™.
Acima desta vazao, observou-se um aumento na pressdo hidrodindmica e uma
diminuicdo acentuada do sinal analitico. Sendo assim, a vazao selecionada de 1,6
mL min ™ foi selecionada por apresentar boa variacdo no sinal analitico, estabilidade

da linha base e boa reprodutibilidade.
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Figura 4.9 — Efeito da vazao das solu¢des, estudados simultaneamente na intervalo
de 1,1 a2,4 mL min™.

4.3.8 — Curva analitica

Os sinais transientes e a curva analitica obtida para as solucbes de
referéncia de dipirona séo apresentados nas Figuras 4.10 e 4.11 respectivamente.
As condicdes utilizadas para obtencdo da curva analitica sdo apresentadas na
Tabela 4.2. Nesta tabela sdo apresentados a faixa de cada parametros experimental

e o valor selecionado.
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Tabela 4.2 - Parametros estudados na otimizacdo do sistema para a
determinacdo e dipirona em formulacdes farmacéuticas.
Parametro Faixa estudada Valor selecionado

[Fe(CN)s>]/ x m mol L™ 2,5a20 15
[Luminol)/ mmol L™ 0,5a4,0 2
[H.0,] ]/ mmol L™ 0,5a 2,0 0,75
Tempo de acionamento (Fe(CN)s> e

~ la4d 3
Padréao)/ s
Tempo de acionamento (Luminol e H,0,) /' s 2ab 3
Percurso Analitico/ cm 25a75 25
Vazao/ mL min™ 1,4a24 1,6

A curva analitica, Figura 4.11, foi linear no intervalo de concentracao de 1,0 x
10 a 9,0 x 10” mol L™ (33 a 300 mg L™) de dipirona descrita pela equacao:
Intensidade (mV) = 0,15 + 3551 [Dipirona] (mol L™), r = 0,999 e com um limite de
deteccdo de 9,0 x 10 mol L™.

A Figura 4.10 apresenta os sinais transientes referentes a solucdo do branco
(A) e das solucdes de referéncia de dipirona nas concentracdes de 1,0 x10“mol L™
(B): 3,0 x 10™*mol L™ (C); 5,0 x 10“mol L™ (D); 7,0 x 10“*mol L™ (E) e 9,0 x 10 mol
L(F).
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Figura 4.10 — Sinais transientes para as solucdes padrées de dipirona de 1,0 x 10™
a 9,0 x 10" mol L™ (33,0 a300,0 mg L™).
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Figura 4.11 — Curva analitica obtida para as solucdes padrées de dipirona de 1,0 x
10*a 9,0 x 10 mol L™ (33,0 2 300,0 mg L™).

4.3.9 - Estudo darepetibilidade e frequéncia analitica

Avaliou-se a repetibilidade de resposta do procedimento analitico
proposto. Os sinais transientes obtidos sdo mostrados na Figura 4.12. O coeficiente
de variacdo (desvio padrdo relativo) foi estimado em 0,5; 0,8 e 0,5 %,
respectivamente para 10 medidas correspondentes ao branco hexacianoferrato (llI)
de potassio e solugéo de dipirona 3,0 x 10 e 6,0 x 10* mol L* obtendo uma
freqiiéncia de amostragem de 215 h™.
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Figura 4.12 — Estudo da repetibilidade para solucdo de hexacianoferrato (lll) de
potassio (A) 15 mmol L™ e solugdo de referéncia de dipirona nas concentracdes de
(B) 3,0 x 10" mol L' e (C) 6,0 x 10" mol L™

4.3.10 - Estudo de adicdo e recuperacao de dipirona em

formulagdes farmacéuticas

Depois estudos de otimizacdo do procedimento proposto, este foi
empregado na determinacdo de amostras de dipirona em formulacdes
farmacéuticas. Foi realizado o estudo de adicdo e recuperacédo de dipirona nestas
amostras. Nestes estudos, duas concentracdes diferentes de dipirona 2,5 x 10 e
5,0 x 10 mol L™ foram adicionadas nas amostras de dipirona (A, B e C), e 0s
resultados obtidos foram comparados com as concentragfes adicionadas. Os

resultados das recuperacdes obtidas sdo mostrados na Tabela 4.3.
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Tabela 4.3 - Estudo de adicdo e recuperacdo de dipirona em amostras
farmacéuticas.

Amostras Adicionado Recuperado Recuperacéao
(x 10* mol L™ (x 10* mol L™ (%)
A 2,50 2,55+ 0,04 102
5,00 5,10 £ 0,03 102
5 2,50 2,50 £ 0,02 100
5,00 5,20 £ 0,04 104
2,50 2,46 £ 0,02 98,4
¢ 5,00 4,90 + 0,04 98
n=3

Os resultados obtidos nos estudos de adicdo e recuperacdo nas trés
amostras farmacéuticas de dipirona apresentam valores de recuperagdo que
variam de 98,4 a 102%. Indicando assim que nao houve interferéncias das

matrizes dessas amostras no procedimento analitico proposto.

4.3.11 - Determinacdao de dipirona em amostras comerciais

empregando o sistema em fluxo com deteccdo quimiluminescente.

O procedimento analitico desenvolvido foi aplicado na determinacéo de
dipirona em amostras comerciais. Os resultados obtidos pelo método proposto foram
comparados com aqueles obtidos pelo método oficial da Farmacopéia Brasileira ™,
gue consiste na titulacdo iodimétrica. A Tabela 4.4 apresenta os resultados obtidos

empregando- se o método proposto e 0 método comparativo.

TABELA 4.4 — Determinacao de dipirona em produtos farmacéuticos empregando-
se método quimiluminescente e pelo 0 método comparativo iodimétrico®”.

Dipirona/ mg g

Amostras

Rotulado Comparativo Proposto E/(%)
A 500 502+7 501+4 -0,2
B 500 499+5 500+3 +0,2
C 500 50245 502+4 0,0

n=3
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Os resultados obtidos dos teores de dipirona nos produtos farmacéuticos
estdo em boa concordancia com aqueles obtidos empregando-se o método da

Farmacopéia Barsileira dentro de um intervalo de confianca de 95 %.

4. 4 - Conclusodes

O procedimento analitico em fluxo proposto envolvendo a inibicdo do
sinal quimiluminescente para a determinacdo de dipirona em formulacdes
farmacéuticas apresentou uma curva analitica linear no intervalo de concentracdo de
1,0 x 10%a 9,0 x 10* mol L™* (33 2300 mg L") mol L™, com um limite de deteccao
de 9,0 x 10™ mol L™. Foram obtidos desvios padréo relativos estimados em 0,5; 0,8
e 0,5 %, respectivamente para 10 medidas correspondentes ao branco
(hexacianoferrato (Il1)) de potassio e solucdo de dipirona 3,0 x 10 e 6,0 x 10™ mol
LY e uma freqiiéncia de amostragem de 215 h™. O procedimento em fluxo
envolvendo multicomutacdo e quimiluminescéncia para a determinacédo de dipirona
em produtos farmacéuticos foi preciso, exato, apresentou alta frequéncia de
amostragem e baixo volume e/ou concentracdo de residuos, caracteristicos de
sistema em fluxo com multicomutacdo. O procedimento proposto apresenta relativa
simplicidade do sistema analitico proposto e com base nas vantagens assinaladas,
pode-se sugerir a sua implementacdo em laboratérios de controle de qualidade

deste analito que necessitam de um nimero de determinagfes elevada.
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CAPITULO 5 - DETERMINACAO DE PARACETAMOL
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5 — Determinacao de Paracetamol

Neste capitulo sera apresentada uma revisdo bibliografica sobre os
procedimentos analiticos em fluxo para determinacdo de paracetamol em produtos
farmacéuticos. Na sequéncia seréo apresentados o estudo da otimiza¢do do sistema

por injecdo em fluxo com detecg&o quimiluminescente.

5.1 —Introducéo

Paracetamol € um farmaco com propriedades analgésicas, mas sem
propriedades antiinflamatérias clinicamente significativas. Ele atua por inibicdo da
sintese das prostaglandinas, mediadores celulares responsaveis pelo aparecimento
da dor. Esta substancia tem também efeitos antipiréticos. Faz parte da composicao
de uma série de medicamentos usados contra a constipacdo comum e gripe. As
doses recomendadas sdo bastante seguras, mas o seu baixo pre¢co e a sua grande
facilidade de aquisicdo pelos doentes tem provocado o aparecimento de alguns
casos de sobredosagem, embora em pequeno nimero*’. Nas doses indicadas, o
paracetamol ndo afeta a mucosa gastrica, ndo altera a coagula¢do sanguinea e nao
ataca os rins. Desde 1993, a IUPAC® recomenda para este composto o nome

sisteméatico N-(4-hidroxifenil)etanamida.

OH

Figura 5.1 - Estrutura molecular do paracetamol

Ha na literatura véarios procedimentos descritos para a determinacao de
paracetamol em formulagcbes farmacéuticas e em fluidos biologicos, empregando
técnicas cromatografias ***?, voltamétrica “*°, espectrofotométricas ***’, para

determinacao de paracetamol.


http://pt.wikipedia.org/wiki/F%C3%A1rmaco
http://pt.wikipedia.org/wiki/Analg%C3%A9sico
http://pt.wikipedia.org/wiki/Antiinflamat%C3%B3rio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Prostaglandina
http://pt.wikipedia.org/wiki/Dor
http://pt.wikipedia.org/wiki/Antipir%C3%A9tico
http://pt.wikipedia.org/wiki/Resfriado
http://pt.wikipedia.org/wiki/Gripe
http://pt.wikipedia.org/wiki/Overdose
http://pt.wikipedia.org/wiki/Mucosa
http://pt.wikipedia.org/wiki/Est%C3%B4mago
http://pt.wikipedia.org/wiki/Coagula%C3%A7%C3%A3o_sangu%C3%ADnea
http://pt.wikipedia.org/wiki/Rim
http://pt.wikipedia.org/wiki/IUPAC
http://pt.wikipedia.org/wiki/Hidroxilo
http://pt.wikipedia.org/wiki/Hidroxilo
http://pt.wikipedia.org/wiki/Etano
http://pt.wikipedia.org/wiki/Etano
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A seguir sao descritos alguns trabalhos publicados para a
determinacao deste analito empregando-se andlise por injecdo em fluxo.

Um sistema de andlise por injecdo em fluxo com deteccdo
espectrofotométrica empregando 2-iodilbenzoato como agente oxidante foi proposto
por VERNA et. al. .** Nesse método, o croméforo formado na reacéo, N-acetil-1,4-
benzoquinona imina, foi monitorado em 445 nm. A curva analitica apresentou uma
linearidade 0,8 a 100 mg mL™. O desvio padréo relativo variou entre 0,5 a 2 % e uma
frequéncia de amostragem de 360 amostras por hora foram obtidos. No estudo da
recuperacédo do analito as recuperacgdes variaram entre 96,3 a 105,2% nas amostras
analisadas foram obtidas.

Suarez et. al #°

propuseram um sistema de analise por injecao em fluxo
com deteccdo espectrofotométrica. O &cido nitroso gerado em linha reage com o
paracetamol formando um produto cromogénico, monitorado em 430 nm. A curva
analitica apresentou uma faixa linear de concentracdo de paracetamol variando
entre 9,7 x 10” a 6,2 x 10 mol L™* com um limite de deteccéo de 2,5 x 10™ mol L™.
Os desvios padrao relativos foram menores que 2 % para solu¢des contendo 1,2 X
10* e 2,8 x 10° mol L™ de paracetamol (n=10) com uma freqiiéncia de amostragem
de 60 determinacdes por hora foi obtida.

Aniceto et al *° desenvolveram um sistema de andlise por injecdo em
fluxo com determinacéo espectrofotométrica para a determinacdo de paracetamol.
Neste sistema, o paracetamol foi oxidado pelo hipoclorito de sédio, formando o N
acetil-p-benzoquinonaimina que reage com salicilato de sédio em solucdo bésica
produzindo um composto indofendlico (N-[phidroxifenil]-p-benzoquinonaimina) com
intensa absor¢cdo em 640 nm. A curva analitica apresentou uma linearidade de 3,3 x
10° a 6,6 x 10 mol L™, com um limite de deteccéio de 1,6 x 10° mol L™. O desvio
padrdo relativo para as solucdes de paracetamol 1,65 x 10™, 3,30 x 10“ e 4,95 x 10
mol L™ foram menores que 1% (n=12) e uma freqiiéncia de amostragem de 80
determinacdes por hora foi obtida. A faixa de recuperacdo obtida com o
procedimento desenvolvido variou entre 98 a 103,6% nas amostras analisadas.

ALAPONT et al. **desenvolveram um sistema de andlise por injecdo em
fluxo para a determinacdo indireta de paracetamol empregando o sistema
quimiluminescente luminol-H,0,-[Fe(CN)s>], cuja radiacdo emitida foi proporcional &
concentracdo de paracetamol na amostra. O paracetamol foi oxidado pelo

hexacianoferrato (Ill) e o excesso do reagente foi determinado pelo aumento da
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magnitude da quimiluminescéncia da reacdo entre H,O,, luminol e K3[Fe(CN)g] do
qual participa como catalisador. A curva analitica apresentou uma faixa linear entre
2,5-12,5 pg mL™* e um limite de deteccdo de 2,1 pg mL™ . O desvio padréo relativo
para uma solucdo de paracetamol contendo 7,5 pg mL * foi de 2,2% (n=25) e uma
frequéncia de amostragem de 87 determinacdes por hora foi obtida.

Em outro sistema quimiluminescente Easwaramoorthy et al. >?
desenvolveram um sistema empregando permanganato de potdssio como agente
oxidante. O paracetamol foi consumido pelo oxidante e seu excesso foi monitorado
pela reacdo com luminol. Dessa maneira, a queda do sinal quimiluminescente foi
proporcional a concentragcdo do paracetamol em solucdo. A curva analitica
apresentou uma faixa linear de 2,5x10® a 2,5x107 mol L™ com um limite de
deteccdo de 1,0 x 10® mol L™*. O desvio padrdo relativo para uma solucdo de
paracetamol contendo 1,8 x 10”7 mol L™ foi de 2,3% (n=12). A faixa de recuperacao
obtida com o procedimento desenvolvido variou entre 98,2 a 104,4% nas amostras

analisadas.

5.2 — Parte Experimental

5.2.1 — Equipamentos e acessoérios

Para a construcdo dos médulos de analises foram empregados tubos
de polietileno (0,8 mm d.i) e confluéncias feitas de acrilico. A propulsédo dos fluidos
foi feita com uma bomba peristaltica Ismatec (IPC-8), equipada com tubos de
propulsdo de Tygon de diferentes diametros. O controle do modulo de andlise
aquisicdo dos dados do médulo de andlise foram realizados empregando-se um
microcomputador (Pentium 233 MHz), equipado com uma interface eletrénica
(Advantec Corp., PCL-711S). A linguagem de programacéo utilizada foi escrita em
LabVIEW 7.0. As medidas da radiagcéo quimiluminescente (expressas em mV) foram
feitas empregando-se um fotodetector OSD 50 e uma cela de medida de polietileno

como descrito no item 2.1.2.
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5.2.2 - Reagentes e solucdes empregados na otimizagcdo do

procedimento em fluxo para a determinacéo de paracetamol

As solucdes foram preparadas empregando-se agua desionizada e
reagentes de grau analitico.

A solucéo de carbonato de sédio 0,6 mol L™, pH 11,0, foi preparada
dissolvendo-se 41,463 g de K,CO3 (Synth) em &gua desionizada . O valor do pH foi
ajustado com solucdo de HCI 0,1 mol L™ e o volume completado para 200 mL.

A solucéo estoque de luminol 9,0 mmol L™ foi preparada dissolvendo-
se 320,0 mg de 5-amino-2,3-dihidro-1,4 ftalazinediona (Sigma) em 200 mL de
solucdo de carbonato de potassio 0,6 mol L™ (pH 11,0). A solucéo foi preparada 3
dias antes do uso e armazenada em frasco ambar mantida sob refrigeragdo. A
solugéo de trabalho na concentracdo de 2,0 mmol L™ de luminol foi preparada por
diluicdo apropriada da solucdo estoqgue em solucdo de carbonato de sodio 0,6 mol
L™

A solucdo estoque de  hipoclorito de sédio 0,1 mol
L™ foi preparada diariamente a partir de uma solucdo de 6 % v/v. A solucdo de
trabalho na concentracdo de 1,0 x 10° mol L™ de hipoclorito de sédio foi preparada
por diluicdo apropriada da solucdo estoque em agua desionizada.

A solucado estoque de paracetamol foi preparada dissolvendo-se 152,0
mg do farmaco (Sigma-Aldrich) em 100 mL de agua desionizada . A solucdo de
trabalho na concentracédo de 1,5 x 10™ mol L™ de paracetamol foi preparada por

diluicdo apropriada da solucdo estoque em agua desionizada.

5.2.3 — Preparo das amostras

Dez comprimidos foram exatamente pesados e triturados com auxilio
de um almofariz e pistilo. Uma massa exatamente pesada de paracetamol foi
transferida para um bal&o volumétrico de 100 mL e dissolvido com agua deionizada.
A solucdo foi filtrada. Uma aliquota dessa solucdo foi transferida para balédo

volumétrico de 25 mL. A solucdo obtida apresentava uma concentracdo dentro da
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faixa da curva analitica, sendo entdo empregada para a determinacdo de

paracetamol com o sistema proposto.

5.2.4 - Diagrama de fluxo e procedimento

O diagrama de fluxos do mddulo de analise inicialmente construido
para a determinacdo do analito de interesse é apresentado na Figura 5.2. O modulo
€ constituido de 4 valvulas solendides (V1, V2, V3 € V4 ), que gerenciam a insercao
das solucbes de reagentes, amostras e/ou padrdo, transportador no percurso
analitico e pelo detector luminescente (D) contendo uma cela de polietileno, em
espiral de 100 cm. A valvula solendide é representada por um circulo com duas
linhas que indicam os possiveis percursos das solucdes e/ou transportador. A linha
cheia, no caso do transportador, representa a passagem do transportador para o
percurso analitico, enquanto que para as outras valvulas, as solucdes estdo
circulando de volta para os respectivos reservatorios. Apos 0 acionamento das
valvulas, a linha tracejada indica o caminho das solugdes.

— R,
&
V, D W
C < 000" Y
> B
AV, v,

2

Figura 5.2 — Diagrama de fluxos do sistema empregado para a determinacédo de
paracetamol. C- transportador; A — solu¢cbes padrdes de paracetamol e/ou amostras;
R; — solucdo de hipoclorito de sddio; R, — solugéo de luminol; V; — V4 — valvulas
solendides de 3 vias ; B — Percurso Analitico; D — Detector: luminémetro construido
com fotodiodo de silicio contendo uma cela de polietileno em espiral de 100 cm; W —
descarte; X e Y — ponto de confluéncia.

No modulo de andlises apresentado na Fig. 5.2, a solucdo

transportadora (H,O) flui pelo percurso analitico (V1), enquanto as demais solucdes
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permanecem reciclando. A adicdo das solucdes reagentes e/ou amostras € efetuada
pelo acionamento das valvulas solendides (V. — padrdo e/ou amostra, V3 — CIO™ e V,
- Luminol).

Este mddulo de anadlise foi proposto para determinar paracetamol.
Através desse sistema, procedeu-se a otimizacdo dos diferentes parametros
quimicos e fisicos. A tabela 5.2 mostra o esquema de acionamento das valvulas

solendides para determinacéo de paracetamol.

TABELA 5.1 — Esquema de acionamento das valvulas solendides para a
determinacao de paracetamol, diagrama de fluxo Figura 5.2

Etapas Vi Vo Vi Vq Bomba peristaltica Tempo
(Y)rotacdo Direcao (s)

1 0O 0 O 0 15 CCwW 5

2 O o0 1 0 15 CCwW 2

3 0O 0 O 0 15 CCwW

4 0O 0 O 1 15 CcCcw 4

5 0O 0 O 0 15 CcCcw 10

* repeticdes (2-5)

6 1 1 1 0 15 CCwW 2

7 0O 0 O 0 15 CcCcw

8 0O 0 O 1 15 CcCcw 4

9 0O 0 O 0 15 CCwW 10

* repeticdes(6-10)
10 0O 0 O 0 0 CCwW 0

0 = valvula solendides desligada

1= vélvula solendides acionada

CCW: direcéo de rotacdo da bomba peristéltica, sentido horario

* repeticAo em triplicata das etapas 2-5 (sinal do Branco) e das etapas 6-9
(inibicdo do sinal)

Inicialmente flui pelo sistema apenas o transportador (agua
desionizada), etapa 1, durante 5 s. Na etapa 2, é acionada a valvula (V3), ocorre a
insercao da solucdo de CIO™ por 2 s e a solucgéo transportadora(C) continua fluindo
pelo sistema. Na etapa 3, em um tempo de acionamento de 1 s, a mistura (CIO™ +
agua desionizada) é levada até a confluéncia Y e, ao chegar ao ponto Y, inicia-se a

etapa 4, onde sdo acionadas as valvula (V4 ) ocorrendo a insercéo do volume de
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luminol por 4 s, ocorrendo assim a oxidacdo desse reagente como mostrado na

Equacéo 5.1, liberando energia em forma de luz, obtendo-se o sinal do branco.

O

0
|
NH o}
lllH +20H +CIO ———> o +H,0+N,+Cl'+ho  (5.1)
| |
o) NH, O

Na etapa 5, as valvulas sdo desligadas e o transportador flui pelo

NH,

sistema durante 10 s. As etapas de 2 a 5 sado repetidas na sequéncia, em triplicata.
Apés medidas do sinal do branco inicia-se a adicdo da solucdo do
padrdo e/ou da amostra no lugar do transportador. Na etapa 6, as valvulas das
solucdes transportadora, de CIO™ e de padrdo sdo acionadas por 2 s, nesse caso a
solucéo transportadora retorna para o frasco, e as solu¢des de CIO™ e amostra fluem
para o sistema, o paracetamol reduz o CIO™ a CI' como mostrado na Equagao 5.2.
Na etapa 7, em um tempo de acionamento de 1 s, a mistura (CIO+ paracetamol)
chega no ponto de confluéncia Y, sendo entdo, na etapa 8, acionada a valvula (V)
ocorrendo a insercéao do volume de luminol por 4 s, a concentracao de CIO™ que nao
foi reduzida, oxida o luminol, obtendo-se desta maneira o sinal analitico de

magnitude menor que a do branco.

G o
o= e
NH INH
2 +ClO > 2 +CI"+ H,0 (5.2)
OH ©

As etapas de 6 a 9 séo repetidas na sequéncia, em triplicata. No final,
na etapa 10, todas as valvulas estdo desligadas, a porcentagem (%) zero (0) de
rotacdo indica a parada da bomba peristéltica e, o tempo O finaliza a rotina do

programa. No inicio da etapa 1, comeca a ser realizada a aquisicdo de dados do
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lumindbmetro, e os resultados expressos em tempo versus magnitude de

luminescéncia (mV) sdo gravados em arquivos pré-estabelecidos.

5.3 - Resultados e Discussao

5.3.1 — Efeito da concentracao da solucao de hipoclorito de sédio

Estudou-se o efeito da concentragdo do hipoclorito de so6dio, no
intervalo de concentracdo de 0,5 a 2,5 mmol L™ sobre o sinal analitico, utilizando o
sistema mostrado na Figura 5.2, nas seguintes condi¢fes: transportador agua
desionizada, 53 pL de solucdo de paracetamol 1,5 x 10 mol L™ (V, = 2's), 53 pL de
soluc&o de hipoclorito de sédio (V3 = 2 s) e 53 pL de solucéo de luminol 1,0 mmol L™
(V4 = 2 s), percurso analitico de 25 cm e a uma de vaz&o de 2,0 mL min™. Todas as

medidas foram feitas em triplicatas.

1400
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ClO / mmol L™

Figura 5.3 — Efeito da concentracao da solucao de hipoclorito de sodio (66 L) sobre
o sinal analitico, empregando 66 pL de solucdo de paracetamol 1,5 x 10 mol L™ (V5
= 2's), 133 pL de solucéo de luminol 1,0 mmol L™ (V5 = 2 s) e 66 pL de solucéo de
peréxido de sédio 1,0 x 102 mol L™,

A Figura 5.3 apresenta os resultados obtidos do estudo da variacéo da

concentracéo da solugéo de hipoclorito de sodio sobre o sinal analitico. Observou-se
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um aumento do sinal analitico nas concentracdes entre 0,5 a 1,5 mmol L™. Acima
dessa concentracdo ndo houve um aumento significativo da variacdo do sinal, entao

a concentracdo selecionada de hipoclorito de sédio foi de 1,0 mmol L™.

5.3.2 — Efeito da concentracéo da solucéo de luminol

Estudou-se a influéncia da concentracédo da solucéo de luminol sobre o
sinal analitico no intervalo de 0,5 a 4,0 mmol L™ utilizando-se o sistema descrito na
Figura 5.2, nas seguintes condi¢cdes: transportador &gua desionizada,
66 uL de solucéo de paracetamol 1,5 x 10° mol L™ (V2 = 2 s), 66 pL de solucdo
hipoclorito de sédio 1,0 mmol L™ (V3 = 2 s) e 133 ulL de solucéo de luminol (V4 = 2s),
percurso analitico de 25 cm e a uma de vazdo 2,0 mL min™. Todas as medidas
foram feitas em triplicata.

1000
900
800; %/««"”"’}—**““““ﬁ
7004
600 -

500

A Intensidade do Sinal/ mV

400 - .

0 1 2 3 4

Luminol/ mmol L™

Figura 5.4 — Efeito da concentragéo de luminol sobre o sinal analitico

Um aumento significativo do sinal analitico foi observado até a
concentracéo de luminol igual a 2,0 mmol L™. Acima desta concentracéo a variacdo

do sinal analitico ndo se alterou significativamente como mostra a Figura 5.6. Desta
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forma selecionou-se trabalhar com solucdo de luminol 2,0 mmol L™ para os estudos

futuros.

5.3.3 — Estudo do tempo de acionamento das valvulas das solugcfes

de hipoclorito de sddio e paracetamol

O estudo da inser¢cédo dos volumes no sistema é apresentado na Figura
5.5. Nestes estudos, as solugbes de hipoclorito de sodio e de paracetamol foram
estudadas simultaneamente, variando-se o tempo de acionamento das valvulas
solendides de 2 a 5 s, para uma vazao do sistema mantida constante em 2,0 mL
mint. Os estudos foram realizados empregando-se como transportador agua
desionizada, solucdo de paracetamol 1,5 x 10™ mol L™, hipoclorito de sédio 1,0
mmol L™, 133 pL de solugéio de luminol (V4 = 2 s), percurso analitico de 25 cm.

O sinal analitico aumentou com o tempo de acionamento das valvulas
V, e V3 até 3 s, mantendo-se constante nos tempos de acionamento superiores.
Entdo selecionou se o tempo de 3s de acionamento das valvulas para os estudos

posteriores.
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Figura 5.5 — Efeito do tempo de acionamento das valvulas das solucbes de
hipoclorito de sodio e de paracetamol sobre o sinal analitico
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5.3.4 — Estudo do tempo de acionamento da valvula da solucéao de

luminol

O efeito do tempo de acionamento da valvula V4 (luminol) foi avaliado,
variando-se o tempo de acionamento da valvula solendide entre 2 a 5 s (66 a
166uL). Os estudos foram realizados empregando-se o sistema de fluxo nas
seguintes condicdes: transportador agua deionizada; 66 uL solucdo de paracetamol
1,5 x 10° mol L™, 66 uL hipoclorito de sédio 1,0 mmol L™, solugdo de luminol 2,0

mmol L™, percurso analitico de 25 cm.
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Figura 5.6 — Efeito do tempo de acionamento da valvula solendides V, sobre o sinal
analitico.

Observa-se na Figura 5.6, que ha um aumento do sinal analitico
entre 2 a 3 s, de acionamento da valvula solendide. Acima de 3s (100 pL) o sinal
analitico praticamente manteve-se constante, sendo assim selecionado o tempo de

3 s para o tempo de acionamento da valvula V.
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5.3.5 - Avaliacdo do comprimento percurso analitico

Avaliou-se o efeito do comprimento do percurso analitico (B) de 25 a
100 cm. Nestes estudos, o sistema de analises em fluxo estava configurado nas
seguintes condic¢des: transportador agua desionizada; 66 uL solucdo de paracetamol
1,0 x 10®° mol L, 66 puL hipoclorito de sédio 1,0 mmol L™, 100 pL solucéo de luminol
2,0 mmol L™ e a uma vazao de 2,0 mL min*

Neste estudo, observou-se que o maior sinal analitico foi obtido em um
comprimento de 25 cm, Figura 5.7. Acima desse comprimento houve uma
diminuicdo do sinal analitico indicando um aumento na dispersdo da zona de

amostra. Escolheu-se trabalhar com o comprimento de 25 cm.

1200 -
1100
1000 - \
900 "
800

700 +

600 i }\

A Intensidade do Sinal/ mV

500

400 T T T T T T T
25 50 75 100

Percurso Analitico/ cm

Figura 5.7 — Efeito do comprimento do percurso analitico sobre o sinal analitico.

5.3.6 - Estudo da vazao do sistema

O efeito da vazéo das solugdes foram estudadas simultaneamente para

todas as solucdes na faixa de 1,4 a 3,0 mL min™. Como mostra a Figura 5.8, foi
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verificado um aumento no sinal analitico com o aumento da vaz&o até 2,0 mL min™.
Acima desta vazao observou-se um aumento na pressao do sistema além de né&o
obter sinais reprodutiveis, entdo foi selecionada a vazdo de 2,0 mL min™ por

apresentar uma boa estabilidade e repetibilidade nos sinais transientes obtidos.
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Figura 5.8 - Efeito da vazao das solucdes, estudados simultaneamente na faixa de
1,4 a 3,0 mL min™.

5.3.7 - Curva analitica

Os sinais transientes e a curva analitica obtidos para as solu¢des de
referéncia de paracetamol sao apresentados nas Figuras 5.9 e 5.10
respectivamente. As condicfOes utilizadas para obtencdo da curva analitica, sao

apresentadas na Tabela 5.2.
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Tabela 5.2 — Parametros estudados na otimizagdo do sistema para a determinagéo
e paracetamol em formulacdes farmacéuticas.

Parametro Faixa estudada Valor selecionado
[CIO)/ x mmol L™ 0,5a2,5 1
[Luminol)/ mmol L™ 0,5a4,0 2
Tempo de Amostragem (CIO" e Padréo)/ s la4 2
Tempo de Amostragem (Luminol)/s 2ab 3
Percurso Analitico/ cm 25a 100 25
Vazéo/ mL min™ 1,4a3,0 2,0

A curva analitica foi linear no intervalo de concentracéo de 5,0 x 10° a
9,0 x 10 ®> mol L* (0,75 a 7,5 mg L") de paracetamol descrita pela equacéo:
Intensidade (mV) = 0,047 + 16389 [Paracetamol] (mol L), (r = 0,999) com um limite
de deteccéo de 2,35 x 10° mol L.
A Figura 5.9 apresenta os sinais transientes referentes a solugéo do branco
(A) e da solugbes de referéncia de paracetamol nas concentracdes de 5,0 x10°mol
LY (B); 1,0 x 10°mol L™ (C); 2,0 x 10°mol L™ (D); 3,0 x 10°mol L™ (E); 4,0,0 x 10®
mol L*(F) e 5,0 x10-5 mol L™ (G).
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Figura 5.9 — Sinais transientes obtida para as solu¢gdes padrdes de paracetamol de
5,0x10°a5,0x10*mol L™* (0,75a 7,5 mg L™).
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Figura 5.10 — Curva analitica obtida para as solu¢Bes padrées de paracetamol de
5,0x10°%a5,0x 10*mol L™ (0,75a 7,5 mg L ™).

5.3.8 - Estudo da repetibilidade e fregiiéncia analitica

Estudou se a repetibilidade da resposta do procedimento analitico. A
Figura 5.11 apresenta o0s sinais transientes obtidos. O coeficiente de variacéo
(desvio padrao relativo) foi estimado em 1,8; 2,0 e 1,2 %, respectivamente para 10
medidas (Figura 5.12) correspondentes ao branco e solugbes de referéncia de
paracetamol 2,0 x 10° e 4,0 x 10° mol L™. Uma freqtiéncia de amostragem de 180 h°

! foi obtida neste sistema em fluxo.
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Figura 5.11 — Estudo da repetibilidade para solucéo de hipoclorito de sodio (A) 0,75
mmol L™ e solucédo de referéncia de paracetamol na concentracdo de (B) 2,0 x 107
mol L™ e (C) 4,0 x 10° mol L™

5.3.9 - Estudo de adicdo e recuperacdo de paracetamol em

formulacbes farmacéuticas.

Depois de obtidas as figuras de mérito do procedimento proposto,
este foi empregado na determinacdo de amostras de paracetamol em
formulacdes farmacéuticas. Inicialmente foi realizado um estudo de recuperacéo
de paracetamol nestas amostras. Nestes estudos, duas concentracdes diferentes
de paracetamol (1,0 x 10* e 2,0 x 10 mol L™) foram adicionadas nas amostras
de paracetamol (A, B e C), e os resultados obtidos foram comparados com as
concentracbes adicionadas. Os resultados das recuperacbes obtidas sao

mostrados na Tabela 5.3.
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Tabela 5.3 — Estudo de adicdo e recuperagdo de paracetamol em amostras
farmacéuticas.

Amostras Adicionado Recuperado Recuperacéao

(x 10° mol L™ (x 10° mol L™ (%)

A 1,00 1,02 +£0,03 101
3,00 3,00 £ 0,05 100

1,00 1,00 £ 0,02 100

5 3,00 3,00 £ 0,05 100
1,00 1,03 +£0,02 103

¢ 3,00 2,94 + 0,07 98,0

Os resultados obtidos nos estudos de adicao e recuperagéo nas trés
amostras farmacéuticas de paracetamol apresentam valores de recuperacao que
variam de 98,4 a 104%, analisando os resultados obtidos verifica-se que o
sistema proposto para a determinagcdo de paracetamol apresenta bom
desempenho para determinacdo desse analito. Nao houve efeitos significativos

de interferentes.

5.3.10 — Determinacdo de paracetamol em amostras comerciais

empregando o sistema em fluxo com deteccdo quimiluminescente.

As amostras foram analisadas pelo método espectrofotométrico de

determinacao direta de paracetamol baseado na absorcdo do paracetamol em 243

35

nm como descrita na Farmacopéia Americana A Tabela 5.4 apresenta o0s

resultados obtidos empregando-se o método proposto e o comparativo.

Tabela 5.4 - Determinacdo de paracetamol em produtos farmacéuticos comerciais
pelo método quimiluminescente e pelo o método comparativo.

Paracetamol/ mg g™

Amostras Valor Comparativo* Proposto E/(%)
rotulado
A 750 75045 74913 -0,2
B 750 75116 750+2 -0,1
C 750 7505 7514 +0,1
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Os resultados obtidos dos teores de paracetamol nos produtos
farmacéuticos estdo em boa concordéancia com aqueles obtidos empregando-se o
método da Farmacopéia Americana dentro de um intervalo de confianga de 95 %.

5.5 -=Conclusodes

O procedimento analitico em fluxo com detecgcdo quimiluminescente
proposto para a determinacdo de paracetamol em formulagbes farmacéuticas
apresentou-se preciso na quantificacdo do mesmo. A curva analitica foi linear no
intervalo de concentracéo de 5,0 x 10° a 5,0 x 10 ®mol L™ (0,75 a 7,5 mg L™) de
paracetamol com um limite de deteccdo de 2,35 x 10® mol L. Foram obtidos
desvios padréo relativos de 1,8; 2,0 e 1,2 %, respectivamente para 10 medidas
correspondentes ao branco e solucdes de referéncia de paracetamol 2,0 x 10° e 4,0
x 10° mol L™* e uma freqiiéncia de amostragem de 180 h™.

Os resultados obtidos neste procedimento foram concordantes com o
método comparativo. Com o emprego das valvulas solendides para o gerenciamento
das solucbes no sistema envolvendo multicomutacao, verificaram-se um baixo
consumo de reagentes, boas sensibilidade e linearidade de resposta e uma alta

frequéncia de amostragem.
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6 — Conclusdes gerais e perspectivas futuras

A implementacdo do conceito de multicomutacdo nos procedimentos
analiticos em fluxo para a determinacdo de compostos farmacéuticos, se destaca
pelo baixo consumo de reagentes e conseqientemente baixa formacao de residuos.

Ha uma tendéncia observada em Quimica Analitica que consiste no
desenvolvimento de “métodos limpos”, o qual os reagentes utilizados sdo de baixa
toxicidade e na reducdo de residuos téxicos. Os métodos propostos de um modo
geral seguem essa linha de pensamento, pois os reagentes utilizados sao de baixa
toxicidade e ha uma baixa geracdo de residuos em relacdo aos meétodos em
batelada. Sistemas quimiluminescentes apresentam boa sensibilidade, alta
freqUéncia de amostragem e também observa-se pouca interferéncia das matrizes.

Em continuidade aos trabalhos propostos sugere-se a construcéo de
uma célula em fluxo, de acordo com a Figura 2.2, com o reagente luminol
imobilizado, para a determinacdo dos farmacos de interesse. Ha ainda outros
agentes oxidantes a serem estudados nestes sistemas em fluxo envolvendo
multicomutacado e quimiluminescéncia, tais como: cério (IV), periodato de sodio entre

outros, para determinacdo desses ou de outros produtos farmacéuticos.
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